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RESUMO

Araujo AB. Investigacdo dos culicideos potencialmente associados a transmissdo de
febre amarela silvestre no Parque Estadual da Cantareira — Nucleo Engordador, Sao
Paulo, Brasil. 2021. Dissertacéo - Faculdade de Saude Publica da USP, Séo Paulo, 2021.

A febre amarela (FA) se mantém endémica ou enzoGtica na Africa e Américas do Sul
e Central, causada por um arbovirus mantido em ciclos silvestres em que primatas nao
humanos (PNH) séo os principais hospedeiros amplificadores e mosquitos das tribos Aedini
e Sabethini sdo os transmissores. O homem participa deste ciclo como um hospedeiro
acidental ao contatar areas de mata com animais infectados e mosquitos transmissores.
Durante o surto de FA ocorrido no estado de Sdo Paulo entre os anos de 2016 e 2018 foram
registradas mortes de PNH no Parque Estadual da Cantareira (PEC) e infec¢cbes humanas
foram relatadas nas proximidades, sinalizando para o risco de transmissdo do virus amarilico
neste remanescente de mata situado na regido metropolitana de S&o Paulo. Foi objetivo de
estudo investigar os culicideos potencialmente associados a transmissdo de febre amarela
silvestre (CPAFAS) no PEC e elaborar um manual de coleta diurna de Culicidae em
ambiente florestal urbano para auxiliar o trabalho de vigilancia entomoldgica realizado no
municipio de Sdo Paulo (MSP). As coletas foram quinzenais no Nucleo Engordador, nas
trilhas do Macuco e Mountain Bike, entre 10 e 14 horas, de mar¢co de 2019 a fevereiro de
2020. Para as coletas foram utilizados puca entomoldgico para captura de individuos adultos
e instalacdo de armadilhas larvitrampas (bambu e PET) no solo e na copa das arvores para
coleta de imaturos. Para os adultos de CPAFAS foram estimadas a riqueza e abundancia;
comparou-se a diversidade da fauna coletada nas duas trilhas utilizando-se o teste de Mann-
Whitney; correlacionou-se o total de individuos coletados com dados climéaticos
(temperatura, pluviosidade e umidade relativa do ar por meio do coeficiente de correlacdo de
Sperman. Para 0s imaturos comparou-se a abundancia do total de CPAFAS e Hg.
leucocelaenus coletados nas larvitrampas nas duas alturas instaladas utilizando a analise de
Wilcoxon. Foram coletados um total de 248 espécimes de adultos e 136 de imaturos de
CPAFAS pertencentes a 13 espécies distribuidas nos géneros Aedes, Haemagogus,
Psorophora e Sabethes. Os resultados mostraram que ndo houve diferenca estatisticamente
significativa de diversidade entre as trilhas, indicando terem as mesmas caracteristicas
relativas a fauna de CPAFAS. Ocorreu correlacdo positiva entre o total de CPAFAS e as
variaveis climaticas de temperatura e pluviosidade dos 30 dias que antecederam a coleta. Ao
se comparar a abundancia dos CPAFAS nas larvitrampas, observou-se a preferéncia por
armadilhas de bambu. Em relacdo a altura de colocacdo das armadilhas a maior frequéncia
ocorreu no bambu copa, quando se considerou o total de CPAFAS. Para Hg. leucocelaenus,
ndo foi constatada diferenca estatisticamente significativa no bambu copa ou solo indicando
que a espécie explora diferentes niveis de habitats florestais. Estes resultados sinalizam que
0 PEC é uma area que merece atencdo para a vigilancia de vetores da FA, recomendando a
continuacdo do monitoramento diurno no parque e em outras areas vulneraveis a
transmissdo da FA no MSP e propondo a coordenacdo do Laboratorio de Identificacdo e
Pesquisa em Fauna Sinantropica do MSP um manual de coleta diurna de culicideos.

Palavras Chave: Febre amarela, Parque Estadual da Cantareira, Culicideos, Haemagogus
leucocelaenus, Sabethes, Vigilancia Entomoldgica



ABSTRACT

Araujo AB. [Investigation of Culicidae species Potentially Associated with Wild Yellow
Fever Transmission in the Cantareira State Park — Nucleo Engordador, Sdo Paulo,
Brazil]. 2021. Dissertation - Faculdade de Salde Publica da USP, Sdo Paulo, 2021.
Portuguese.

Yellow fever (YF) remains endemic or enzootic in Africa and South and Central America, is
caused by an arbovirus maintained in wild cycles in which non-human primates (NHP) are
the main hosts and mosquitoes from the Aedini and Sabethini tribes are the vectors. Humans
participate of this cycle as accidental hosts when contacting forest areas with infected
animals and mosquito vectors. During the YF outbreak that occurred in the state of Séo
Paulo between 2016 and 2018, were recorded deaths of NHP in the Cantareira State Park
(CSP) and human infections nearby, signaling the risk of the YF virus transmission in this
area remaining of forest located in the metropolitan region of S&o Paulo. The aims of this
study were to investigate the specimens of Culicidae potentially associated with the wild
yellow fever transmission dynamics (CPAFAS) in the CSP and to develop a manual for
daytime collection of Culicidae in an urban forest environment to assist the entomological
surveillance activities carried out in the municipality of Sdo Paulo (MSP). Collections
performed fortnightly at Nucleo Engordador, on the Macuco and Mountain Bike trails,
between 10 a.m. and 2 p.m., and from March 2019 to February 2020. To collections were
used aerial insect nets to capture adult individuals and larvitraps traps (bamboo and PET) on
soil and treetop for collecting immature. For CPAFAS adults, species richness and
abundance were estimated; the diversity of fauna collected on the two trails was compared
using the Mann-Whitney test; the total number of individuals collected was correlated with
climatic data (temperature, rainfall and relative humidity) using Spearman's correlation
coefficient. For immatures, the abundance of total CPAFAS and Hg. leucocelaenus
collected from larvitraps in the two installed level were compared using Wilcoxon analysis.
A total of 248 adults and 136 immature specimens of CPAFAS belonging to 13 species
distributed between the genera Aedes, Haemagogus, Psorophora and Sabethes were
collected. The results showed that there was no statistically significant difference in
diversity between trails, indicating that they have the same characteristics regarding the
CPAFAS fauna. There was a positive correlation between the total of CPAFAS and the
climatic variables of temperature and rainfall in the 30 days prior to collection. When
comparing the abundance of CPAFAS in larvitraps, the preference for bamboo traps was
observed. Regarding the level of traps placement, the highest frequency occurred in bamboo
traps placed at treetop level, when considering the total of CPAFAS. For Hg. leucocelaenus,
no statistically significant difference was found between bamboo traps placed at treetop or
soil level, indicating that the species explores different levels of forest habitats. These results
indicate that the CSP is an area that deserves attention for YF vector surveillance. The
continuation of daytime monitoring in the park and other areas vulnerable to YF
transmission in the MSP is recommended and a manual for daytime collection of Culicidae
is proposed to the coordination of the Identification and Research Laboratory in
Synanthropic Fauna of the MSP.

Key Words: Yellow fever, Cantareira State Park, Culicidae, Haemagogus leucocelaenus,
Sabethes, Entomological Surveillance
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1. INTRODUCAO

Os insetos da familia Culicidae (Diptera: Culicidae) possuem elevada diversidade
taxonémica com aproximadamente 3.580 espécies, classificadas em duas subfamilias e 41
géneros no mundo, ocorrendo em regides temperadas, tropicais, subtropicais e até no circulo
polar artico (WRBU, 2019). No Brasil estima-se a ocorréncia de cerca de 500 espécies
divididas em 23 géneros (WRBU, 2019) e sdo conhecidos popularmente como mosquitos,
pernilongos, murigocas ou carapands (CONSOLI e LOURENCO DE OLIVEIRA, 1994;

FORATTINI, 2002).

Os culicideos apresentam metamorfose completa (holometabolos), com formas
imaturas aquéticas e os adultos terrestres. O ciclo biologico (Figura 1) compreende ovo,
quatro estadios larvais, pupa e adultos alados com dimorfismo sexual (CONSOLI e

LOURENCO DE OLIVEIRA, 1994; FORATTINI, 2002).
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Figura 1. Ciclo bioldgico de Culicideos. Fonte: JONES, 1978.
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O hébito hematdfagico das fémeas (com excecdo do género Toxorhynchites)
contribui para o desenvolvimento de seus ovos, as quais ao realizarem repastos sanguineos
podem se infectar por um determinado agente de doenca, e, num préximo repasto infectar o
hospedeiro vertebrado (CONSOLI e LOURENCO DE OLIVEIRA, 1994; FORATTINI,
2002).

Entre essas doencas destaca-se a febre amarela (FA), a qual, desde o século XVIl,
tem apresentado relevante impacto em Salde Publica em &reas endémicas das regides
tropicais das Américas (13 paises nas Américas Central e do Sul) e da Africa (34 paises) e,
de modo esporéddico, sdo registrados surtos e epidemias de magnitude varidvel.
(VASCONCELOS, 2003; PINTO, 2007; BRASIL, 2017; OPAS, 2019). A FA é uma doenca
infecciosa febril aguda, ndo contagiosa e de gravidade varidvel, cuja forma grave
caracteriza-se clinicamente por manifestacdes de insuficiéncia hepética e renal, que podem
levar & morte. E causada por um virus da familia Flaviviridae, género Flavivirus, e
transmitida pela picada da fémea de mosquitos infectados (VASCONCELOS, 2003;
BRYAN et al., 2004; BRASIL, 2017; CAVALCANTE e TAUIL, 2017).

A doenca apresenta dois ciclos de transmissdo distintos: urbano e silvestre, sendo
denominada febre amarela urbana (FAU) e febre amarela silvestre (FAS), respectivamente
(Figura 2). Na Africa ainda pode ocorrer um ciclo de transmissao rural ou peri-urbana, onde
h& um vetor de ligacdo (Aedes simpsoni Theobald, 1905) entre os ciclos urbano e silvestre,
que sai da mata indo picar os individuos nas periferias da cidade. Embora FAU e FAS sejam
a mesma doenca sob os aspectos etioldgico, clinico, imunologico e fisiopatologico, sdo
diferentes do ponto de vista epidemioldgico, por apresentarem vetores diferentes e exigirem
estratégias distintas de combate (HERVE E TRAVASSOS-da-ROSA, 1983; HERVE et al.,
1986; VASCONCELOS, 2003; BRYAN et al., 2004; FERREIRA et al., 2011; BRASIL,

2017; CAVALCANTE e TAUIL, 2017; FIORAVANTI, 2018).



15

w - T e ~

-

: ~

= ,

o)

T Haemagogus

v 1 7 Sabethes \
O ] : A

-

0 " <

5 Homem
-8 Aedes aegypti

G ’

Figura 2. Ciclo de transmissdo de FA, nos ambientes urbano (FAU) e silvestre (FAS).
Fonte: Ministério da Saude (2017).

No ciclo urbano, 0 homem é o Unico hospedeiro com importancia epidemioldgica,
cumprindo o papel de amplificador da doenga. Nesse ciclo, a transmissdo ocorre a partir da
picada de mosquitos Aedes aegypti Linnaeus (1762) infectados (FORATTINI, 1965;
VASCONCELOQOS, 2003; FERREIRA et al., 2011; BRASIL, 2017). No ciclo silvestre, a
FAS € uma zoonose, na qual primatas ndo humanos (PNH) sdo os principais hospedeiros e
amplificadores do virus, particularmente macacos dos géneros Allouata (bugio), Cebus
(mico), Sapajus (macaco-prego) e Callithrix (sagui) (HERVE E TRAVASSOS-da-ROSA,
1983; CAVALCANTE e TAUIL, 2017; CUNHA et al, 2019). No entanto,
VASCONCELOS (2003) ressalta que no continente americano, todas as espécies de
macacos identificadas e infectadas experimentalmente mostraram-se sensiveis e susceptiveis
ao virus amarilico.

O homem participa do ciclo silvestre como um hospedeiro acidental ao entrar em

contato com areas de mata com animais infectados e mosquitos transmissores (FORATTINI,
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1965; BRASIL, 2017; FIORAVANTI, 2018). Nesse ciclo, os mosquitos sdo estritamente
silvestres, ou seja, muito presentes em areas florestadas, além de possuirem habitos diurnos
e serem acrodendrdéfilos, vivendo preferencialmente na copa das arvores. Os géneros
Haemagogus e Sabethes sdo 0s mais importantes na Ameérica Latina e, no Brasil, 0 género
Haemagogus (HERVE et al., 1986; VASCONCELOS, 2002, 2003, 2010; MASCHERETTI
etal., 2013; BRASIL, 2017).

Apesar de acrodentrofilos, esses mosquitos silvestres descem ao solo da floresta
quando ha alguma perturbacdo ambiental, como derrubada das matas, movimentacdo da
vegetacao, presenca de humanos ou, falta de alimentos (DEGALLIER et al., 1992a; SOUZA
et al., 2011; LIRA - VIEIRA, 2012). De acordo com MARCONDES E ALENCAR (2010)
nove espécies do género Haemagogus sdo consideradas vetores potenciais do virus da FAS,
sendo que, pela eficiéncia na sua transmissdo, cinco se destacam no Brasil: Hg.
albomaculatus Theobald (1903), Hg. leucocelaenus Dyar & Shannon (1924), Hg. spegazzini
Bréthes (1912), Hg. capricornii Lutz (1904) e Hg. janthinomys Dyar (1921).

No género Sabethes a espécie que se destaca na transmissdo do virus amarilico é Sa.
chloropterus Von Humboldt (1819), porém, ja foram obtidos isolados do virus em outras
espécies, tais como: Sa. albiprivus Theobald (1905), Sa. belisarioi Neiva (1908), Sa.
cyaneus Fabricius (1805), Sa. glaucodaemon Dyar & Shannon (1925), Sa. soperi Lane &
Cerqueira (1942) (DEGALLIER et al.,, 1992b; VASCONCELOS, 2003; SEGURA e
CASTRO, 2007; GOMES et al., 2010; BRASIL, 2017). Entretanto, o papel dessas espécies
na manutencdo e transmissdo do virus da FA ndo é comprovado, devido a escassez de
estudos (BRASIL, 2017). De acordo com VASCONCELQOS (2003), cerca de 98% de todos
os isolados do virus da FA procedentes de mosquitos, obtidos no Instituto Evandro Chagas,

Laboratorio de Referéncia Nacional em Arbovirologia, originaram-se dos géneros
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Haemagogus e Sabethes, ao passo que espécies de outros géneros foram encontradas
infectadas somente em casos excepcionais.

Esses mosquitos reproduzem-se em ocos de arvores e internddios de bambus. Os do
género Haemagogus depositam seus ovos na parede interna do criadouro préximo a lamina
d"dgua (FORATTINI, 1965; CONSOLI e LOURENCO DE OLIVEIRA, 1994) e as larvas
eclodem quando os ovos entram em contato com &gua, mas somente parte destes eclode
apos a primeira submersdo. O restante dos ovos permanece latente, pronto para as larvas
eclodirem em submersdes subseqiientes, isto permite que 0S Ovos provenientes de uma
postura feita numa época do ano produzam mosquitos em varias outras épocas
(FORATTINI, 1965; ALENCAR et al., 2008; MARCONDES e ALENCAR, 2010;
FUNDACAO OSWALDO CRUZ, 2018).

A duracdo do periodo larval de culicideos varia ao redor de 8 a 10 dias, em condigdes
naturais. Os crescimentos mais lentos parecem ocorrer nas espécies que se desenvolvem em
criadouros pequenos, mas estaveis, como a agua coletada em internddios de bambu
FORATTINI (1962). ALENCAR et al. (2008) observaram em condic¢des de laborat6rio que
para a espécie Hg. janthinomys a duracdo do ciclo é de aproximadamente 12 dias, enquanto
em estudo realizado por TATILA-FERREIRA et al. (2017) foi observado que a duracio do
ciclo de Hg. lecocelauenus é de 9 a 11 dias.

De acordo com VIEIRA et al. (2020) os mosquitos do género Sabethes lancam seus
ovos diretamente sobre a superficie da dgua e, segundo observacdes laboratoriais de Galindo
(apud FORATTINI, 1965, p. 150) a espécie Sa. chloropterus leva cerca de 21 dias para o
desenvolvimento de ovo até a fase adulta. Galindo et al. (apud FORATTINI, 1965, p.153)
também em condigdes laboratoriais, observaram que para espécie Sa. cyaneus Fabricius
(1805), a duragdo do periodo larvério teve uma variacao de 20 a 55 dias, com média de 30,6

dias. Mais recentemente, BERSOT (2014), em estudo realizado no Rio de Janeiro, observou
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que o periodo larvério da espécie Sa. identicus Dyar & Knab (1907), teve duragdo de cerca
de 18 dias, com média de 30 dias para o desenvolvimento do ovo até a fase adulta.

Algumas espécies de Haemagogus e a maioria de Sabethes tem o habito de realizar o
repasto sanguineo durante as horas mais iluminadas do dia, apresentando incidéncia maxima
nas capturas por volta do meio-dia (GUIMARAES e VICTORIO, 1986). Em estudos
realizados em &rea de ocorréncia de FAS no noroeste do Rio Grande do Sul, observou se que
a espécie Hg. leucocelaenus tem atividade em todo periodo diurno, com médias maiores em
torno do meio-dia, fato observado também em &reas estudadas no interior do Estado de S&o
Paulo (MARCONDES e ALENCAR, 2010). Esta espécie apesar de ser silvestre e
acrodendrofila, pode também ser encontrada no domicilio humano e, em alguns estudos, em
maior quantidade ao nivel do solo (FORATTINI, 1968; PINTO, 2007).

Embora os géneros Haemagogus e Sabethes sejam assinalados com espécies
hospedeiras do virus amarilico em areas florestais, Aedes e Psorophora podem ser
consideradas potenciais vetores por terem sido encontradas com infec¢do natural pelo virus
(VASCONCELOS, 2003; CARDOSO et al., 2010; MORENO et al., 2011, BRASIL, 2017).
Por pertencerem a tribo Aedini, Aedes e Psorophora, também produzem ovos resistentes a
dessecacdo, depositando-os em criadouros transitorios, que sdo condicionados diretamente
pelas chuvas, representados por pogas d'agua e pelos recipientes naturais e artificiais.
Possuem habitos diurnos, mas o crepusculo vespertino também estimula sua hematofagia.
Algumas espécies, como Ae. scapularis Rondani (1848), tém atividade hematofagica
durante toda a noite ou mesmo a qualquer hora do dia (PINTO, 1930; FORATTINI, 1965;
CONSOLI e LOURENGCO DE OLIVEIRA, 1994).

Os mosquitos sdo considerados transmissores e reservatdrios de virus, pois uma vez
infectados permanecem assim pelo resto de sua vida. Como sdo incapazes de controlar a

invasdo do virus em todas as partes do seu corpo, 0s ovarios podem ser atingidos e o virus
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ser transmitido de forma vertical (transovariana) a sua prole. Os machos infectados também
podem transmitir o virus de forma horizontal (venérea) as fémeas. O fato dos ovos de
muitos Aedini resistirem a dessecacdo por longos periodos de tempo e permanecerem
latentes até uma nova esta¢do chuvosa contribui para a manutencdo do virus na natureza
(HERVE E TRAVASSOS-da-ROSA, 1983; CONSOLI e LOURENCO DE OLIVEIRA,

1994; GUBLER, 2002; VASCONCELOS, 2003; WEANER e REISEN, 2010).

1.1. HISTORICO DA FEBRE AMARELA

A FA foi introduzida nas Américas por meio das embarcagfes que traziam escravos
vindos da Africa durante a década de 1640 (FRANCO, 1976; SILVA e ANGERAMI, 2008;
BRYAN et al., 2004). A primeira epidemia de uma doenca semelhante a febre amarela foi
descrita em um manuscrito Maia, no México na ilha de Yucatan em 1648 (BRYAN et al.,
2004; FERREIRA et al., 2011). Na Europa, a doenca se manifestou por volta de 1700, mas
foi em 1730 que ocorreu a primeira epidemia causando inumeras mortes. A introducdo do
virus nos Estados Unidos provavelmente ocorreu no seculo XVII, primeiramente no Caribe
e Sul do pais e, durante os séculos seguintes, ocorreram epidemias em praticamente todo o
continente, americano, desde o norte dos EUA até a metade da Argentina (FRANCO, 1976;

SILVA e ANGERAMI, 2008; FERREIRA et al., 2001).

No Brasil, a primeira descricdo de uma epidemia por FA foi em Pernambuco, em
1685, vinda possivelmente da regido do golfo do México (SILVA e ANGERAMI, 2008;
CHIPPAUX e CHIPPAUX, 2018). Em 1686, alcangou Salvador onde houve relatos de sua
presenca até 1692, periodo no qual cerca de 25 mil pessoas adoeceram e 900 morreram

(FRANCO, 1976; SILVA e ANGERAMI, 2008; COSTA et al., 2011).



20

Os surtos de FA foram raros ao longo dos séculos XVII a XVIII e, somente em
meados do século XIX as epidemias da doenca voltaram. Em 1849, por exemplo, a epidemia
que ocorreu no Rio de Janeiro foi atribuida a chegada de um navio com escravos procedente
de Nova Orleans (USA), tendo feito escalas em Havana (CUB) e Salvador (BRA)
(FRANCO, 1976). Nesse periodo ocorreram as maiores epidemias registradas no Brasil,
atingindo posteriormente a cidade de Santos em S&o Paulo, estado considerado a porta de
entrada de imigrantes, os quais traziam a doenga que posteriormente se alastrava (FRANCO,
1976; SILVA e ANGERAMI, 2008; FERREIRA et al., 2011).

Apos sucessivas epidemias, no final do século XIX, foi levantada a hipétese de que a
FA era transmitida por mosquitos. Quando notaram que a doenca era mais frequente no
verdo, ndo passou despercebida a associacdo entre 0S surtos e 0S mosquitos transmissores
(FRANCO, 1976; BRYAN et al., 2004; FIORAVANTI, 2018). Em 1854, o médico francés
Louis Daniel Beauperthuy relatou os fatos acerca da transmissdao da FA em um artigo
publicado no jornal “Gaceta Oficial de Cumana”, na Venezuela. Em 1881, o médico cubano
Carlos Finlay defendeu a mesma teoria e apontou a espécie Stegomyia fasciata, depois
renomeada como Aedes aegypti, como vetor e, em 1901 o norte-americano Walter Reed
comprovou, pela primeira vez que a transmissdo do virus da febre amarela ocorria por
intermédio de um mosquito vetor (FRANCO, 1976; FERREIRA et al., 2011).

No inicio do século XX foi criado o Servico de Profilaxia da FA na qual, os
renomados pesquisadores cientificos Emilio Marcondes Ribas e Oswaldo Cruz, juntamente
com forgas politicas brasileiras e com apoio americano da Fundacéo Rockfeller, realizaram a
Campanha de Combate a FAU (SILVA e ANGERAMI, 2008; FERREIRA et al., 2011,
BARRIO-NUEVO, 2019). Concomitante a campanha, pesquisadores da Fundagao
Rockfeller (USA), da Nigéria, do Instituto Pasteur no Senegal, e de paises da Africa

Ocidental isolaram o virus e, entdo passaram a investir na produgdo de uma vacina que em
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1937 passou a ser produzida em larga escala no Brasil (FRANCO, 1976; BRYAN, 2004;
FERREIRA et al., 2011; FIORAVANTI, 2018).

Ap6s 20 anos do inicio da producdo da vacina, a campanha obteve sucesso. Em
1958, o vetor foi considerado erradicado e a FAU foi controlada no pais, cujo Gltimo caso
ocorreu em 1942, em Sena Madureira, no Acre (BRA) (FRANCO, 1976, SILVA e
ANGERAMI, 2008; FERREIRA et al., 2011; BARRIO-NUEVO, 2019).

No entanto, em algum momento o virus se adaptou ao ambiente silvestre e, a
identificacdo de um foco de FA sem a presenca do Ae. aegypti em 1932, no estado do
Espirito Santo, confirmou a forma silvestre da doenca, reforcando a hipdtese de que animais
de mata, provavelmente os macacos, poderiam servir como reservatorios naturais do virus
(SILVA e ANGERAMI, 2008; FIORAVANTI, 2018). A partir de entdo surtos de FAS
foram relatados no Brasil periodicamente, variando de regido para regido (SILVA e
ANGERAMI, 2008; VASCONCELOS, 2010).

Na década de 1940 houve um deslocamento do virus da FA do Centro-Oeste (estado
do Mato Grosso) para a costa do Nordeste (estado da Bahia), Sudeste (estados de Minas
Gerais, Espirito Santo e Sdo Paulo) e do Sul (VASCONCELOS, 2010). Na regido
Amazébnica e outras areas endémicas foram relatadas epidemias ciclicas a intervalos
regulares de cinco a sete anos, alternados com pequena ocorréncia de casos. Provavelmente
a periodicidade dos surtos é devida a renovacao de populacdes de PNH essenciais para a
amplificacdo do virus (VASCONCELOS, 2010; MASCHERETTI et al., 2013).

No estado de Sao Paulo os primeiros relatos datam de 1935 em alguns municipios da
regido de Ribeirdo Preto, Aracatuba e Sdo José do Rio Preto, noroeste do estado e, em 1936,
em alguns municipios da regido Alta Sorocabana, sudoeste do estado, onde foram descritos
0s Ultimos surtos em 1953 (MASCHERETTI et al., 2013). Apds quase meio século de

siléncio epidemiologico, o estado de Sdo Paulo voltou a detectar casos autdctones de febre
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amarela silvestre, indicando que o virus havia saido das regides Amazonica e Centro-Oeste,
onde estava confinado nas décadas anteriores (FIORAVANTI, 2018).

De 2000 a 2010, no estado de S&o Paulo, foram relatados trés surtos da doenga. Em
2000 houve a confirmagdo de dois casos humanos, enquanto em 2008 foram confirmados
uma epizootia e dois casos humanos, ambos o0s surtos na regido noroeste do estado, nos
municipios de Santa Albertina e Ouroeste. JA& em 2009, a doenca apresentou carater
epidémico na regido de Botucatu, sudoeste do estado, com 28 casos humanos, onze deles
evoluiram a 6bito. Por se tratar de uma area sem recomendacdo de vacinacao, o evento foi
considerado emergéncia de saude publica de importancia nacional pelo Ministério da Salde
(TUBAKI et al., 2010; MASCHERETTI et al., 2013; SAAD e BARATA, 2016).

Assim, nos surtos ocorridos de 2000 a 2009 observou-se uma expansao da circulagdo
viral no sentido leste e sul do pais detectando sua presenca em 4areas consideradas
silenciosas ha varias décadas (SILVA e ANGERAMI, 2008; VASCONCELOS, 2010;
SAAD e BARATA, 2016; BRASIL, 2017), motivando a implantacdo de novas estratégias
de vigilancia, prevencdo e controle da doenca no pais (FIORAVANTI, 2018). Até 1999,
somente 0s casos humanos eram considerados para identificar as rotas e avaliar a gravidade
da doenca, mas, a partir desse ano o acompanhamento da morte de macacos passou a ser
utilizado como estratégia para identificar as novas areas de transmissao do virus e planejar
as medidas de imunizacdo dos moradores das cidades, principalmente aquelas situadas
préximas a matas (FIORAVANTI, 2018).

Em 2016, foi detectada a circulacdo do virus da FA no estado de S&o Paulo e em
outros estados do Sudeste, sob a forma de epidemia, causando a morte de macacos e seres
humanos em varios lugares a0 mesmo tempo (POSSAS et al., 2018; GOMEZ et al., 2018).
Na regido noroeste do estado de Sdo Paulo, foram detectados casos no municipio de S&o

José do Rio Preto, emergindo na regido de Ribeirdo Preto e em outras regibes onde a
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vacinacdo ja era recomendada. Todavia, no comeco de 2017, o virus avangou pelo estado em
areas sem recomendac&o de vacinacdo (FIORAVANTI, 2018, ABREU et al., 2019).

Frente a essa situacdo uma nova estratégia foi utilizada pela vigilancia
epidemioldgica para priorizar a vacinacdo em areas com populacdo susceptivel antes da
chegada do virus. FIORAVANTI (2018) relata que Pinter em 2017, pesquisador da
Superintendéncia de Controle de Endemias do estado de S&o Paulo (SUCEN), sugeriu a
criacdo de mapas de previsdo de deslocamento do virus. A partir da analise das informacdes
sobre a localizacdo e datas das mortes de macacos por FA, o pesquisador indicou a direcao,
a velocidade de deslocamento e as provaveis rotas - os corredores ecoldgicos - de expansao
do virus no estado de S&o Paulo. Segundo o pesquisador, as rotas de dispersdo dependiam
dos mosquitos transmissores do virus, da altitude, dos rios, ao longo dos quais 0s animais se
moviam, da distribuicdo dos fragmentos de matas, das conexdes entre eles e de fatores
ambientais, como o clima.

Os corredores ecoldgicos indicavam que o virus passaria por alguns municipios da
regido metropolitana de Sdo Paulo antes de chegar a capital e, provavelmente a entrada seria
pela regido norte do municipio. Prevendo a chegada do virus, iniciou-se em setembro de
2017 uma campanha de vacinagdo cautelar na regido (FIORAVANTI, 2018). A
comprovacao da circulacdo do virus na zona norte do municipio, em outubro de 2017 deu-se
com o encontro de um primata ndo humano (PNH) morto, no Parque Estadual Alberto
Lofgren (Horto Florestal), sequido do Parque Anhanguera e, nos municipios de Mairipora e
Caieiras (FIORAVANTE, 2018). Em éareas de Mata Atlantica nas zonas norte e sul do
municipio foram confirmados 162 casos de epizootias e 13 casos humanos autoctones até

dezembro de 2018 (SAO PAULO, 2019).
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1.2. PARQUE ESTADUAL DA CANTAREIRA (PEC) E CULICIDEOS

A Mata Atlantica ¢ um bioma considerado um dos maiores hot spots de
biodiversidade do mundo, que originalmente cobria total ou parcialmente 17 estados
brasileiros e abrangia uma éarea de aproximadamente 1.300.000 km2 (BRASIL, 2010;
SILVA, 2017). Atualmente, estd reduzida a aproximadamente 27% da sua area original,
distribuida em remanescentes de vegetacdo nativa que ainda abrigam altos niveis de

biodiversidade de fauna e flora (BRASIL, 2010).

O conceito de biodiversidade é definido pela Convencdo sobre Diversidade
Biologica (CDB) como “a variabilidade entre organismos vivos de todas as origens,
compreendendo, dentre outros, 0s ecossistemas terrestres, marinhos e outros ecossistemas
aquaticos e os complexos ecoldgicos de que fazem parte, compreendendo ainda a
diversidade dentro de espécies, entre espécies e de ecossistemas” (OUTLOOK, 2010).
Dessa forma, é essencial a manutencdo da biodiversidade porque esta diretamente
relacionada ao bom funcionamento dos ecossistemas e a qualidade de vida humana (WHO,

2010).

Tanto o municipio de Sao Paulo (MSP), como os 39 municipios ao seu redor, estdo
inseridos em areas verdes remanescentes de Mata Atlantica, situadas em grande parte dentro
de parques publicos e unidades de conservagdo (BRASIL, 2010). Entre as unidades de
conservagdo estd o PEC considerado uma das maiores &reas de mata tropical nativa do
mundo situada em uma regido metropolitana (SAO PAULO, 2009a).

O PEC sofre uma grande ameaca a biodiversidade pela forte ocupag¢do no seu
entorno, consistindo em assentamentos urbanos dispersos ou consolidados. A presenca de
estradas e linhas de transmisséo facilita 0 acesso as areas interiores, ocasionando a troca de
fauna, inclusive a de vetores de agentes patogénicos, entre 0s ambientes silvestres e urbanos

(SAO PAULO, 2009a; MUCCI et al., 2016). Além disso, o PEC é regularmente visitado
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pela populacdo humana como ambiente de lazer, para pratica de esportes, recreacao,
ecoturismo, entre outras atividades (SAO PAULO, 2009a). O contato direto da populagio
humana com mosquitos nessas areas de mata, possibilita o seu envolvimento em ciclos de
doencas infecciosas e parasitéarias transmitidas por vetores (MONTES, 2005).

O Plano de Manejo do PEC aponta 22 espécies de culicideos no parque, dados
provenientes de estudo realizado por MONTES (2005). MUCCI et al. (2016) relataram a
ocorréncia de vetores comprovados e potenciais do virus da FA e, recentemente CERETTI —
JUNIOR et al. (2020), utilizando diferentes métodos de coleta, registraram 103 taxons de
culicideos, fornecendo uma atualizagdo sobre a fauna de mosquitos no parque. Esses estudos
demonstram que essa area possui condi¢des favoraveis (umidade, temperatura, vegetacdo,
lagos, acessibilidade, fonte alimentar, disponibilidade e variedade de criadouros) para a
proliferacdo de mosquitos de importancia médica, atuando como incémodo aos
frequentadores ou como vetores de agente de infecgdes humanas e de outros animais,
exemplo do Hg. leucocelaenus (MONTES, 2005; MUCCI et al., 2016; BARRIO-NUEVO,
2019; CERETTI — JUNIOR et al., 2020). Tornam-se cada vez mais importantes tais
pesquisas, visto que essas areas sofrem alteracbes ambientais induzidas pelas atividades
antrdpicas, causando mudancas na dindmica populacional de insetos vetores, bem como no
perfil de transmisséo de doencas (JESUS, 2015).

1.3. VIGILANCIA ENTOMOLOGICA DE CULICIDEOS POTENCIALMENTE

ASSOCIADOS A TRANSMISSAO DE FEBRE AMARELA SILVESTRE
(CPAFAS)

Realizar a vigilancia entomoldgica de culicideos potencialmente associados a
transmissdo de febre amarela silvestre (CPAFAS) torna-se necessaria diante do contexto
apresentado acima. De acordo com GOMES (2002), a vigilancia entomoldgica pode ser
entendida como a “continua observacdo e avaliacdo de informacdes originadas das

caracteristicas bioldgicas e ecoldgicas dos vetores, nos niveis das interacbes com
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hospedeiros humanos e animais reservatorios, sob a influéncia de fatores ambientais, que
proporcionem o conhecimento para deteccdo de qualquer mudanca no perfil de transmisséao
das doencas”. Segundo NATAL e UENO (2004) a “vigilancia entomoldgica em salde
compreende o acompanhamento, as coletas sisteméticas, as analises e a interpretacdo, com
finalidade de descrever e monitorar um evento em Saude Publica”. Dessa forma, é
importante verificar a frequéncia e a diversidade de mosquitos, sobretudo das espécies

potencialmente vetores.

De forma mais simples a vigilancia entomologica € um instrumento utilizado por
orgdos de vigilancia em salde para armazenar e analisar informacdes sobre insetos, oriundas
de atividades de campo como levantamentos de fauna, monitoramentos e investigacfes
epidemioldgicas de doencas causadas por patdgenos transmitidos por vetores (CARDOSO,
2010; BRASIL, 2016).

Em relacdo a entomologia aplicada a vigilancia de FA, o ministério da saude
recomenda que sejam realizadas acdes de carater ativo e acOes de carater passivo. As acdes de
carater ativo sdo aquelas realizadas precocemente, ou seja, antes da notificacdo de casos da
doenca. Um monitoramento entomoldgico, com fins de levantamento das populacbes de
culicideos potencialmente vetores em areas estratégicas para detectar os locais de transmissédo
e circulacdo viral € considerado uma acdo de carater ativo. As acfes de carater passivo sao
denominadas investigacdo entomoldgica, a partir das quais sdo desencadeadas medidas de
blogueio de transmissao realizadas apds a notificacdo de casos suspeitos de FA em humanos
ou PNH (BRASIL, 2017).

A vigilancia vetorial é voltada a determinados representantes dos géneros Aedes,
Haemagogus e Sabethes por ja terem demonstrado capacidade vetora (BRASIL, 2017). Para
um levantamento e monitoramento de culicideos adultos e imaturos vérias técnicas de coletas

podem ser utilizadas e, a escolha delas é de acordo com o0s objetivos do investigador. Para a
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coleta de mosquitos adultos diurnos, pode ser utilizado o puca (rede entomoldgica) e o
aspirador de succao oral, porém, é muito comum também o uso dos aspiradores de Nasci e
manual elétrico, bem como as armadilhas de Shannon, armadilhas luminosas tipo CDC e New
Jersey, para captura de mosquitos em periodo noturno (FORATTINI, 1962; CONSOLI e
LOURENCO DE OLIVEIRA, 1994; PORTO ALEGRE, 2009). Para a coleta das formas
imaturas, podem ser utilizadas pissetas de succdo e pipetas, além de conchas entomoldgicas, e
redes de aquério nos diversos criadouros de ambiente urbano, periurbano, rural ou silvestre
(FORATTINI, 2002).

Segundo FORATTINI (1962) criadouros naturais sdo as cole¢des aquéticas cuja
existéncia é devida a fatores puramente naturais, incluindo os vegetais e a acdo de animais
silvestres, enquanto os criadouros artificiais sdo aqueles cuja presenca é devida a acdo do
homem e dos animais domésticos. Por exemplo, os bambus furados lateralmente pela fauna
local séo classificados como criadouros naturais e 0os bambus cortados pela agdo humana sao
criadouros artificiais. LOPES et al. (1995); LOPES (1997); LOZOVEI (1998);
MARCONDES e MAFRA (2003) e ZEKI et al. (2005) ressaltam que é muito comum a
adaptacdo de culicideos silvestres em criadouros artificiais instalados em &reas de mata,
como pneus, recipientes de plastico e internddios de bambus.

Quanto aos adultos, as atividades de vigilancia entomoldgica de vetores da FAS, sao
realizadas com o auxilio de um puca associado com o aspirador tipo frasco, nas horas mais
quentes do dia, entre as 09:00 e 16:00 horas para espécies que circulem ao nivel do solo
(PORTO ALEGRE, 2009; SAO PAULO, 2010; BRASIL, 2017). As coletas de espécies que
habitam o alto das arvores podem ser realizadas em plataformas moveis ou fixas nas copas,
quando a altura média do dossel florestal for superior a seis metros e as condicOes

ambientais forem favoraveis. Porém, ndo sdo recomendadas como rotina de vigilancia, por
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representar uma pratica perigosa que deve ser feita por pessoas devidamente capacitadas e

em situacdes especificas (PORTO ALEGRE, 2009; BRASIL, 2017).

2. JUSTIFICATIVA

A vigilancia entomoldgica de culicideos em parques e &reas verdes do MSP é
realizada desde 1981, pelo Laboratorio de Identificacdo e Pesquisa em Fauna Sinantropica
(LABFAUNA) da Diviséo de Vigilancia de Zoonoses (DVZ) do MSP, onde o objetivo € a
captura de mosquitos de habitos noturnos, utilizando técnicas de coletas para esse fim, como
armadilhas New Jersey e CDCs, as quais sdo instaladas no final da tarde e retiradas no dia
seguinte de manhd. Todo o material coletado em trabalhos de monitoramento do
LABFAUNA ¢ depositado na Colecdo de Fauna Sinantropica do Municipio de Sdo Paulo
(CFSMSP), mantida desde 1982, que possui carater médico sanitéario regional, com enfoque
no MSP, este acervo testemunha e credita as notificacdes de espécies nocivas, atividade de
pesquisa, vigilancia, controle, e subsidiam acdes didaticas.

Em virtude das notificacdes de epizootias confirmadas por FAS em municipios
préximos a grande S&o Paulo e no Parque Horto Florestal situado no MSP, a Coordenacéo de
Vigilancia em Saude (COVISA) do MSP publicou em 2017 um Plano de Contingéncia de
Febre Amarela para definicdo das acGes de vigilancias epidemioldgica e entomoldgica, de
imunizacdo, comunicacdo e de mobilizacdo social a serem realizadas no municipio (SAO
PAULO, 2017). E ao LABFAUNA coube o monitoramento entomologico direcionado a
captura de formas imaturas e adultas de espécies vetores de FAS em parques e areas verdes do
MSP (SAO PAULO, 2017).

Com o intuito de dar subsidios a vigilancia diurna de Culicidae, em ambiente

florestal urbano do MSP, este estudo visou identificar os CPAFAS, pesquisando as formas

imaturas coletadas nos criadouros instalados em recipientes artificiais e de mosquitos
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adultos coletados com pucé. Visto que essas técnicas e as coletas diurnas ainda ndo eram
procedimentos realizados na rotina de trabalho do LABFAUNA.

O PEC, Nucleo Engordador, também localizado na regido norte do MSP e pertencer
ao mesmo bioma do Horto Florestal, considerado um dos corredores ecoldgicos onde se
encontrou o primeiro PNH morto em outubro de 2017, foi a area escolhida para monitorar 0s
CPAFAS, implantando um fluxo quinzenal de trabalho com coletas sistematicas no periodo
de um ano.

A elaboragdo de um Manual de coleta diurna de Culicidae em ambiente florestal
urbano detalhado e padronizado idealiza contribuir com a missdo do LABFAUNA em

monitorar os CPAFAS nos parques e areas verdes do municipio, instituida pela COVISA.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Investigar os culicideos potencialmente associados a transmissdo de febre amarela
silvestre (CPAFAS) no Parque Estadual da Cantareira — Nucleo Engordador, S&o Paulo,

Brasil.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar a composicao dos tdxons de Culicidae amostrados nas areas de estudo;

e Estimar a abundéancia e riqueza do total de culicideos e dos CPAFAS amostrados nas
duas trilhas;

e Comparar a diversidade dos CPAFAS adultos nas areas estudadas;

e Correlacionar os CPAFAS com os fatores abiodticos de temperatura, precipitacdo
pluviométrica e umidade relativa do ar;

e Comparar a abundancia dos CPAFAS nas larvitrampas Bambu e PET;

e Elaborar um Manual de coleta diurna de Culicidae em ambiente florestal urbano

(parques e areas verdes), como proposta deste ser inserido ao LABFAUNA.
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O PEC esta localizado entre as coordenadas 23°35' e 23°45 de latitude sul/ 46°70' e

46°48' de longitude oeste (FIGURA 3). Possui area de 7.916,52 hectares divididos em

quatro NUcleos: Pedra Grande, Aguas Claras, Engordador e Cabugu, com cerca de 33 km de

trilhas. E um remanescente de mata tropical situado dentro da regi&o metropolitana de S&o

Paulo e, sua maior porc¢éo esta localizada na regido norte do municipio, abrangendo também

os municipios de Guarulhos, Mairipord e Caieiras (SAO PAULO, 2009a) (FIGURA 4).
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Florestal (IF), 2004; IBGE, 2005. Projecdo Geografica: UTM F Projecdo Geografica: UTM FUSO
23°. Datum SAD 69. Org. Cartogr.: Everton Talpo - margo 2009).

E formado por um grande fragmento de Mata Atlantica (floresta ombrofila densa)
com algumas &reas de cobertura vegetal original e com a maior parte em estagio avangado
ou completo de recuperacdo (SAO PAULO, 2009a), rico em bromélias e também de muitas
espécies introduzidas, como bambu e pinus (MONTES, 2005).

O clima é caracterizado como mesotérmico e iumido, em que as temperaturas médias
mais elevadas ocorrem nos meses de janeiro e fevereiro (23°C), e mais reduzidas em junho e
julho (16,5°C) (MONTES, 2005). O periodo chuvoso ocorre de outubro a margo, com média
mensal de 186 mm, e o seco, entre 0s meses de abril a setembro, com média mensal de
51 mm. A precipitacdo média anual é de 1.322 mm (SAO PAULO, 2009a).

A fauna estimada no Parque tem um total de 388 espécies de vertebrados,

distribuidas entre mamiferos, aves, anfibios, répteis e peixes. Ha registros de 478 espécies de
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invertebrados, dentre eles, abelhas, aracnideos, formigas e culicideos (SAO PAULO,
2009a).

O PEC ¢ a principal alternativa de lazer para as comunidades do entorno. E aberto
durante a semana as visitas de grupos escolares previamente agendados e aos finais de
semana e periodos de férias escolares aos visitantes em geral (SAO PAULO, 2009a). O
Nucleo Engordador é rico em recursos hidricos, nele se encontra a Represa da Barragem que
até a década de 1950, foi a responsavel pelo abastecimento de &gua das adjacéncias. Possui
trés trilhas: Trilha do Macuco, Trilha da Mountain Bike e Trilha da Cachoeira. Seu entorno é
formado por bairros habitados por populagdes de baixa renda. (SAO PAULO, 2009a).

A trilha do Macuco possui cerca de 700 metros de extensdo e altitude média de 858
m, apresentando percurso de facil transitividade. E margeada pelo corrego Currupira, passa
entre 0s canos que faziam parte do antigo sistema de abastecimento de &gua e, em todo seu
percurso existem escadas e corrimdes para facilitar a caminhada. E muito utilizada por
criangas e jovens em visitas monitoradas de escolas, e por ter um nivel de dificuldade fécil
também € utilizada por idosos. No percurso, observa-se uma grande quantidade de
samambaias-acti (Dicksonia sellowiana) de grande porte e muitos passaros (SAO PAULO,
2009a).

A trilha da Mountain Bike apresenta percurso de aproximadamente 4 km (ida e
volta) com altitude média de 891 m. Em seu trajeto tém alguns trechos ingremes, travessia
de charcos, uma casa de pedra (origem histérica), corpos d"agua e algumas torres de
transmissdo da Hidrelétrica de Furnas, sendo aberta apenas a ciclistas (SAO PAULO,
2009a).

A trilha da Cachoeira, considerada uma das mais bonitas do parque, possui cerca de
3 km de extensdo com altitude média de 895 m, apresentando grau de dificuldade médio.

Seu percurso cruza diversas vezes o Rio Engordador, passando por diversas quedas de agua.
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E utilizada por criancas, jovens e adultos, principalmente, nos finais de semana (SAO

PAULO, 2009a).

4.2. PROCEDIMENTOS DE CAMPO

4.2.1. Area Amostrada

O estudo foi realizado no Nucleo Engordador nas trilhas do Macuco e Mountain
Bike, onde foram realizadas coletas de adultos e imaturos de culicideos. As coletas foram
realizadas quinzenalmente, no horario das 10:00 as 14:00 horas, com inicio em margo de
2019 e término em fevereiro de 2020, totalizando 25 coletas, com dois técnicos em cada
trilha.

Em cada trilha foram trabalhados seis pontos de coleta, distantes aproximadamente
100 metros um do outro, que foram georreferenciados, totalizando assim 12 pontos de
coleta. Os pontos de 1 a 6 foram demarcados na trilha do Macuco enquanto os de 7 a 12 na

trilha Mountain Bike (FIGURA 5).
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Figura 5. Parque Estadual da Cantareira - Ntcleo Engordador, area de estudo das
coletas de mosquitos (Diptera: Culicidae) com destaque dos pontos de coleta,
indicados por e, nas Trilhas do Macuco (1-6) e Mountain Bike (7-12). Fonte: Sdo
Paulo, 2009b (Inst. Instituto Florestal (IF), Ortofoto Emplasa, 2010. Projec&o:
UTM - SIRGAS 2000 Fuso 23S. Cartogr. Dig.: Vivian Tieme Sugano - junho

2009).
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No Quadro 1 estdo apresentados 0s pontos de coleta e suas respectivas coordenadas
geogréficas.

Quadro 1. Local e pontos de coleta com suas respectivas coordenadas geograficas das coletas
de mosquitos (Diptera: Culicidae) no Parque Estadual da Cantareira — NUcleo Engordador, no
periodo de marco de 2019 a fevereiro de 2020.

LOCAL PONTO | COORDENADAS GEOGRAFICAS
1 23°24° 19.3”S
46° 35’ 13.570
2 23°24° 21.8”S
TRILHA DO 46° 35’ 15.7°0
MACUCO 3 23°24’° 24.2”S
46° 35’ 17.8”0
4 23°24’ 28.3”S
46° 35’ 20.1°0
5 23°24°27.9”S
46° 35 20.2”0
6 23°24’ 25.1”°S
46°35° 17.17°0
7 23°24’31.9”S
46° 35’ 20.4”0
TRILHA DA 8 23°24’35.77°S
MOUNTAIN BIKE 46° 35’ 21.5”0
9 23°24° 35.5”S
46° 35’ 25.970
10 23°24°32.5”S
46° 35’ 27.97°0
11 23°24° 31.17°S
46°35°32.17°0
12 23°24°31.0”S
46° 35’ 35.1°0

4.2.2. Coleta de Adultos

Para a coleta de mosquitos adultos foi utilizado um puca entomoldgico, que é um
instrumento de coleta simples, formado por um cabo de PVC e um aro de metal onde ¢
costurado um tecido denominado voil (FIGURA 6A). Os individuos coletados foram
retirados do puca com auxilio de aspirador de succéo oral, que é constituido por um tubo de
ensaio de plastico transparente com uma tampa onde passam uma mangueira de plastico e

uma de silicone, na mangueira de plastico € fixado um funil para facilitar a coleta dos
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mosquitos. A mangueira de silicone € utilizada para aspirar 0s mosquitos com a boca para
dentro do tubo. (FIGURA 6B).

A captura de mosquitos adultos foi realizada, no mesmo ponto, durante quinze
minutos, e os tubos de ensaio do aspirador de succgdo oral foram trocados a cada ponto de

coleta e, devidamente etiquetados com data, horario, ponto de coleta e coletor.

Figura 6. A - Puca entomoldgico para a captura de mosquitos adultos. B -
Aspirador de succdo oral. Imagem: Laboratorio de ldentificagdo e Pesquisa em
Fauna Sinantrépica (LABFAUNA/DVS/SMS/MSP).

Em cada coleta, foram registrados os dados microclimaticos, referentes a umidade
relativa do ar e a temperatura nas duas trilhas estudadas. Os dados macroclimaticos da
regido foram obtidos no Centro de Gerenciamento de Emergéncias Climéticas da Prefeitura
de Séo Paulo (CGE).

Todo material coletado foi levado ao LABFAUNA, no qual foram preparados para a
identificacdo, seguindo as chaves dicotdmicas propostas por LANE (1953), CONSOLI e
OLIVEIRA (1994), FORATTINI (2002) e atualizagdes propostas em MOSQUITO
TAXONOMIC INVENTORY (2021). As abrevia¢Ges dos nomes de géneros e subgéneros
das espécies seguiram REINERT (2001). Os espécimes foram tombados e depositados na

Colecdo de Fauna Sinantropica do MSP (CFSMP).
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4.2.3. Coleta de Imaturos

Em cada ponto de coleta de culicideos imaturos foram instaladas quatro armadilhas
tipo larvitrampa, presas em arvores e dispostas da seguinte forma:
» uma garrafa PET ao nivel do solo com 800 ml de agua cada (1 metro de altura)
(FIGURA 7A)
» uma garrafa PET ao nivel da copa com 800 ml de &4gua cada (entre 5-7 metros de
altura) (FIGURA 7B)
* um bambu ao nivel do solo com 800 ml de 4gua (1 metro de altura) (FIGURA 8A)

e um bambu ao nivel da copa com 800 ml de agua (entre 5-7 metros de altura)

(FIGURA 8B)

Figra 7.A- rmadilha tipo Iarvitrmpad(Garrafa PT) instalada ao nivel do solo. B - Larvitrapa
(Garrafa PET) instalada na copa de uma arvore, ambas no ponto de coleta 12. Imagens: Laborato6rio
de Identificacdo e Pesquisa em Fauna Sinantropica ((LABFAUNA/DVS/SMS/MSP).

| B ey b X AN
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Figura 8. A - Armadilha tipo larvitrampa (Bambu) instalada ao nivel do solo. B - Larvitrampa
(Bambu) instalada na copa de uma arvore, ambas no ponto de coleta 4. Imagens: Laboratério de
Identificacdo e Pesquisa em Fauna Sinantrépica (LABFAUNA/DVS/SMS/MSP).

Os bambus utilizados foram cortados, mantendo se a regido inferior fechada pelo n6
e a parte superior aberta, medindo aproximadamente 30 cm de altura, diametro entre 8 e 12
cm e capacidade volumétrica de aproximadamente 1.000 ml. Para manter uma maior
similaridade ao bambu, as garrafas foram cortadas, de modo a manter a “boca” com abertura
de 10 cm de diametro, profundidade de 30 cm e capacidade volumétrica de
aproximadamente 1.000 ml, e encapada com saco pléastico preto.

A coleta de imaturos foi realizada retirando-se a agua das larvitrampas com auxilio
de uma pisseta de succdo com mangueira de silicone flexivel (FIGURA 9). O conteudo foi

derramado em bacias e as formas imaturas, coletadas com ajuda de pipetas.
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Figura 9. Instrumento utilizado para a coleta das
formas imaturas de mosquitos (Diptera: Culicidae).
Pisseta de succdo. Imagem: Laboratério de
Identificacdo e Pesquisa em Fauna Sinantropica
(LABFAUNA/DVS/SMS).

Os espécimes coletados foram acondicionados em potes plasticos com volume de
100 ml, e com tampa, na propria agua retirada do criadouro. Os potes foram etiquetados com
data, horéario, ponto de coleta e coletor. A agua restante foi devolvida aos criadouros e

completada com agua de fonte natural do préprio parque.

4.3. ANALISE DOS DADOS

Durante o periodo da pesquisa, os dados das coletas de Culicidae foram armazenados
em um banco de dados do LABFAUNA (Microsoft Access ® 2003). As andlises estatisticas
foram realizadas com o auxilio do programa Paleontological Statistics 2,16 (PAST) (dyvind
Hammer, Natural History Museum, University of Oslo, Noruega). Para os graficos e

tabulacdes foi utilizado o Microsoft Excel ® 2016.
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Para as analises estatisticas foram utilizadas as espécies da Tabela 2 para a Tribo
Aedini e as espécies pertencentes ao género Sabethes da Tribo Sabethini, por serem o0s
CPAFAS.

Para a analise dos adultos e imaturos, foi considerado que as trilhas estudadas eram
distintas e os pontos de coleta de 1-6 na trilha do Macuco e de 7-12 na trilha Mountain Bike,
como uma amostra s6 em cada trilha, ou seja, uma Gnica amostra com o esfor¢co amostral de
seis pontos de coletas distanciadas 100 metros um do outro. As analises dos adultos foram
feitas separadamente dos imaturos devido as diferencas na dindmica destas populacdes e as
técnicas de coleta em campo.
<> ADULTOS. Para comparar a Diversidade de espécies dos adultos nas duas trilhas

amostradas foram utilizados os Indices de Shannon (H’) e de Simpson (1-D)

(MAGURRAM, 2004). Ambos foram mensurados para cada data de coleta positiva

para os CPAFAS. O Indice de Shannon expressou a riqueza e a uniformidade das

espécies raras e abundantes e o indice de Simpson expressou a probabilidade de dois
individuos selecionados ao acaso na amostra pertencer a mesma especie.

Os dados foram testados para normalidade usando o teste de Shapiro-Wilk, seguido
pelo teste de Mann-Whitney, para verificar se as medianas de duas amostras independentes
sdo diferentes, ou seja, verificar a variacdo da diversidade entre as areas.

Para demonstrar a Riqueza, considerada como o nimero de taxons amostrados, e a
Abundancia dos culicideos, que consiste no numero de individuos coletados em determinada
area (MAGURRAM, 2004), utilizamos tabelas, graficos e o diagrama de Venn, por meio do
programa Microsoft Excel ® 2016.

O teste de correlagdo de Spearman foi utilizado para verificar se houve correlagéo
positiva ou negativa entre a abundancia dos CPAFAS e os dados climaticos (temperatura,

pluviosidade e umidade relativa do ar) do local de coleta. Para a verificacdo da correlagéo
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da temperatura e umidade do ar do dia da coleta foram utilizados os dados microclimaticos
aferidos durante o periodo da coleta, considerando-se as médias obtidas. Para a correlagao
de 30 dias anteriores a coleta foram utilizados os dados macroclimaticos fornecidos pelo
CGE, onde para a pluviosidade foi realizada a soma do acumulado de 30 dias anteriores e
para a temperatura e umidade relativa do ar considerou-se as médias obtidas.

IMATUROS. Para a andlise dos dados das formas imaturas dos CPAFAS foram
consideradas as armadilhas positivas, comparando a abundancia dessas espécies nas
armadilhas nos dois estratos instalados, com o objetivo de avaliar qual dos dois tipos de
armadilha mostrou-se mais adequada para fins de monitoramento desses vetores. Os dados
foram testados para a normalidade usando o teste de Shapiro-Wilk, seguido pela analise ndo

paramétrica do teste de Wilcoxon para amostras pareadas.

4.4. ELABORACAO DO MANUAL DE COLETA DIURNA DE CULICIDAE

O manual de coleta diurna de Culicidae em ambiente florestal urbano (parques e
areas verdes) no municipio de Sdo Paulo foi elaborado de acordo com a experiéncia dos
profissionais do LABFAUNA e fundamentado na literatura de: um protocolo de coleta
(SAO PAULO, 2010); um manual (BRASIL, 2016); dois guias de vigilancia (PORTO
ALEGRE, 2009; BRASIL, 2017); uma apostila (FSP-USP, 2010); um relatério técnico de
coleta, envolvendo SUCEN, IEC e LABFAUNA,; do Plano de Contingéncia de Febre
Amarela (SAO PAULO, 2017) e trés livros (CONSOLI e LOURENCO DE OLIVEIRA,

1994; FORATTINI, 2002; CAMARGO et al., 2015).
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5. RESULTADOS

No periodo de estudo foi coletado e identificado um total de 3.161 espécimes de
culicideos, dos quais 1.814 (57%) foram coletados na trilha do Macuco e 1.347 (43%) na
trilha da Mountain Bike (Tabela 1). Do total de culicideos coletados na trilha do Macuco,
1.458 (80,4%) foram na forma imatura e 356 (19,6%) na forma adulta. Enquanto na trilha da
Mountain Bike foram coletados 695 (51,6%) espécimes na forma imatura e 652 (48,4%) na
forma adulta.

Dos 36 taxons coletados apenas um pertence a Subfamilia Anophelinae, representado
apenas pelo género Anopheles. Os demais espécimes pertencem a Subfamilia Culicinae,
distribuidas em trés Tribos: Aedini representada por trés géneros: Aedes, Haemagogus e
Psorophora; Tribo Culicini com dois géneros: Culex e Toxorhynchites; e, Tribo Sabethini
com seis géneros: Johnbelkinia, Limatus, Runchomyia, Sabethes, Trichoprosopon e
Wyeomyia (Tabela 1).

Entre os doze géneros observados, dez foram coletados tanto na Trilha do Macuco
quanto na Trilha da Mountain Bike. J& os géneros Anopheles e Johnbelkinia foram coletados

apenas na Trilha da Mountain Bike (Tabelal).



Tabela 1. Culicideos adultos e imaturos coletados no Parque Estadual da Cantareira do
municipio de S&o Paulo, Ndcleo Engordador, trilhas Macuco e Mountain Bike, no periodo

de marco de 2019 a fevereiro de 2020.

Taxons Trilha Macuco Trilha Mountain Bike Total
Subfamilia Anophelinae Imaturos Adultos Total Imaturos Adultos Total
Anopheles (Kerteszia) cruzii Dyar & Knab, 1908 - - - - 1 1 1
Subfamilia Culicinae
Tribo Aedini
Aedes (Ochlerotatus) fluviatilis (Lutz, 1904) - 1 1 - 2 2 3
Aedes (Ochlerotatus) scapularis Rondani, 1848 - 5 5 - 18 18 23
Aedes (Protomacleaya) terrens (Waker, 1856) 66 15 81 12 65 77 158
Aedes (Stegomyia) albopictus (Skuse, 1895) - - - - 3 3 3
Haemagogus (Conopostegus) leucocelaenus (Dyar &
Shannon, 1924) 14 22 36 44 30 74 110
Psorophora (Janthinosoma) ferox (von Humboldt, 1819) - 2 2 - 7 7 9
Tribo Culicini
Culex (Carrollia) iridescens (Lutz, 1905) 619 1 620 206 1 207 | 827
Culex (Culex) declarator Dyar & Knab, 1906 - 1 1 - - - 1
Culex (Culex) dolosus (Lynch Arribélzaga, 1891) 547 - 547 407 - 407 | 954
Culex (Culex) eduardoi Casal & Garcia, 1968 9 - 9 - - - 9
Culex (Culex) nigripalpus Theobald, 1901 - 4 4 - 2 2 6
Culex (Melanoconion) se¢do Melanoconion - 2 2 - - - 2
Culex (Microculex) grupo Pleuristriatus 2 - 2 - - - 2
Culex (Phenacomyia) corniger Theobald, 1903 - 1 1 - 1 1 2
Culex ocellatus Theobald, 1903 - 1 1 - - - 1
Lutzia bigoti (Bellardi, 1862) 1 - 1 - - - 1
Toxorhynchites spp. 17 - 17 23 - 23 40
Tribo Sabethini

Johnbelkinia spp. - - - - 12 12 12
Limatus durhamii Theobald, 1901 182 68 250 - 111 111 | 361
Runchomyia (Runchomyia) reversa (Lane & Cerqueira,
1942) - 12 12 - 10 10 22
Sabethes (Peytonulus) aurescens (Lutz, 1905) - 4 4 - 15 15 19
Sabethes (Peytonulus) identicus Dyar & Knab, 1907 - 3 3 - 2 2 5
Sabethes (Peytonulus) whitmani Lane & Cerqueira, 1942 - - - - 1 1 1
Sabethes (Sabethes) albiprivus Theobald, 1903 - 2 2 - 13 13 15
Sabethes (Sabethes) purpureus (Theobald, 1907) - 9 9 - 15 15 24
Sabethes (Sabethinus) intermedius (Lutz, 1904) - 4 q - 5 5 9
Sabethes spp. - 1 1 - 4 4 5
Trichoprosopon (Trichoprosopon) pallidiventer (Lutz,
1905) - 4 4 - 8 8 12
Wyeomyia (Decamyia) felicia / pampeithes (Dyar & Nunez
Tovar, 1927) - 2 2 - 9 9 11
Wyeomyia (Dendromyia) moerbista / cesari (préximo) - - - - 1 1 1
Wyeomyia (Dendromyia) undulata (préoximo) del Ponte &
Cerqueira, 1938 - - - - 2 2 2
Wyeomyia (Phoniomyia) edwardsi (Lane & Cerqueira,
1942) - 1 1 - - - 1
Wyeomyia (Phoniomyia) pallidoventer (Theobald, 1907) - 1 1 - - - 1
Wyeomyia (Prosopolepis) confusa (Lutz, 1905) - 181 181 - 309 309 | 490
Wyeomyia spp. 1 9 10 3 5 8 18
Total 1458 356 1814 695 652 1347 | 3161
Total de téaxons 10 25 30 6 26 28 36
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O diagrama de Venn (Figura 10) foi elaborado para ilustrar a riqueza e composicao
de espécies nas duas trilhas. Foram coletados 36 taxons, dos quais, 30 foram amostrados na
Trilha do Macuco e 28 taxons na Trilha da Mountain Bike. A intersecdo ilustra a
similaridade entre as trilhas com 22 taxons de culicideos. O tamanho dos circulos no
diagrama indica a quantidade de tdxons coletados nas trilhas, onde a maior riqueza pode ser

observada na Trilha do Macuco.

Ae. (Och.) fluviatilis
Ae. (Och.) scapularis
Hg. (Con.) leucocelaenus
Ps. (Jan.) ferox

Ae. (Pro.) terrens

Cx. (Cux.) dolosus

Cx. (Cux.) nignpalpus

Cx. (Car.) irdescens

Cx. (Phe.) corniger
Toxorhynchites ssp.

Li. durhamii

Ru. (Run.) reversa
Sabethes spp.

Sa. (Pey.) aurescens

Sa. (Pey.) identicus

Sa. (Sab.) albiprivus

Sa. (Sab.) purpureus

Sa. (Sbn.) intermedius

Tr. (Tric.) pallidiventer
Wiyeomyia spp.

Wy. (Den.) felicia / pampeithes
Wy (Prl.) confusa

Trilha Macuco Trilha Mountain Bike

Cx. (Cux.) declarator
Cx. (Cux.) eduardoi
Cx. (Mcr.) gr. Pleuristriatus

Cx. (Mel) secdo Melanoconion
Cx. ocellatus

Lt bigoti

Wy. (Pho.) edwardsi

Wy. (Pho.) pallidoventer

Ae. (5tg.) albopictus
An. (Kert.) cruzii
Johnbelkinia spp.

Sa. (Pey) whifmani
Wy. (Den.) moerbista / cesari (proximo)
Wy. (Den.) undulata (préximo)

8 taxons 6 taxons

22 taxons

Figura 10. Diagrama de Venn: Representacdo dos tdxons de culicideos adultos e imaturos coletados
nas Trilhas do Macuco e Mountain Bike Nucleo Engordador do Parque Estadual da Cantareira do
municipio de Sdo Paulo, no periodo de margo de 2019 a fevereiro de 2020.

Todos os taxons coletados foram depositados na CFSMSP, acrescentando
exemplares das seguintes espécies: Cx. ocellatus, Hg. leucocelaeunus, Johnbelkinia spp., Sa.
aurescens, Sa. identicus, Sa. whitmani, Sa. albiprivus, Sa. purpureus, Sa. intermedius, Tr.
pallidiventer, Wy. moerbista/cesari (préximo), Wy. undulata (préximo), Wy. edwardsi, Wy.

pallidoventer.
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5.1. CULICIDEOS ADULTOS — PUCA

Do total de 1.008 culicideos adultos coletados com puca, 356 (35%) foram na Trilha
do Macuco com 25 taxons e 652 (65%) na Trilha da Mountain Bike com 26 taxons (Tabela
1).

A Figura 11 representa a abundancia de culicideos adultos coletados na Trilha do
Macuco, onde os sete mais abundantes foram Wy. confusa (181), Li. durhamii (68), Hg.

leucocelaenus (22), Ae. terrens (15), Ru. reversa (12), Sa. purpureus (9) e Wyeomyia spp.
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Figura 11. Abundéancia de culicideos adultos coletados na Trilha do Macuco, Nucleo Engordador do
Parque Estadual da Cantareira do municipio de Sdo Paulo, no periodo de margo de 2019 a fevereiro
de 2020.

A Figura 12 representa a abundancia de culicideos adultos coletados na Trilha da

Mountain Bike, onde os dois mais abundantes foram Wy. confusa (309) e Li. durhamii
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(111), seguido de Ae. terrens (65), Hg. leucocelaenus (30), Ae. scapularis (18), Sa.

aurescens (15), Sa. purpureus (15) e Sa. albiprivus com (13).
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Figura 12. Abundancia de culicideos adultos coletados na Trilha da Mountain Bike, Nucleo
Engordador do Parque Estadual da Cantareira do municipio de S&o Paulo, no periodo de margo de
2019 a fevereiro de 2020.

A maioria dos culicideos coletados foi representada por fémeas (99,21%); apenas
oito machos (0,79%) foram coletados, sendo sete na Trilha do Macuco: Sa. purpureus (1),
Cx. ocellatus (1), Cx. (Cux.) declarator (1), Cx.(Cux.) nigripalpus (3), Cx. (Phe.) corniger

(1) e, um na Trilha da Mountain Bike: Cx. (Phe.) corniger.
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Considerando as espéecies de CPAFAS (Tabela 2), foram coletados 248 espécimes

adultos, distribuidos em 13 téxons, apontados pela relacdo abundancia/riqueza, 68/11

coletadas na Trilha do Macuco e 180/13 na Trilha Mountain Bike.

Tabela 2. CPAFAS* coletados no Parque Estadual da Cantareira do municipio de Séo Paulo,
Nucleo Engordador, Trilhas Macuco e Mountain Bike, no periodo de marco de 2019 a fevereiro de

2020.

Taxons Adultos Imaturos Total

T.Macuco T.M.Bike Total T.Macuco T. M. Bike Total

Aedes (Och.) fluviatilis 1 2 3 - - - 3
Aedes (Och.) scapularis 5 18 23 - - - 23
Aedes (Pro.) terrens 15 65 80 66 12 78 158
Aedes (Ste.) albopictus - 3 3 - - - 3
Subtotal Género Aedes 21 88 109 66 12 78 187
Haemagogus (Con.) leucocelaenus 22 30 52 14 44 58 110
Psorophora (Jan.) ferox 2 7 9 - - - 9
Subtotal Tribo Aedini 66 213 279 80 56 136 306
Sabethes spp. 1 4 5 - - - 5
Sabethes (Pey.) aurescens 4 15 19 - - - 19
Sabethes (Pey.) identicus 3 2 5 - - - 5
Sabethes (Pey.) whitmani - 1 1 - - - 1
Sabethes (Sab.) albiprivus 2 13 15 - - - 15
Sabethes (Sab.) purpureus 9 15 24 - - - 24
Sabethes (Sbn.) intermedius 4 5 9 - - - 9
Subtotal Tribo Sabethini 23 55 78 B B - 78
Total 68 180 248 80 56 136 384
Total de Taxons 11 13 13 2 2 2 13

CPAFAS* = Culicideos Potencialmente Associados a transmissdo de Febre Amarela Silvestre.

No género Aedes, obtiveram-se quatro espécies: Ae. albopictus, Ae. fluviatilis, Ae.

scapularis e Ae. terrens. Os géneros Haemagogus e Psorophora apresentaram apenas uma

especie, respectivamente, Hg. leucocelaenus e Ps. ferox, enquanto no género Sabethes

obtiveram-se as espécies: Sa. albiprivus, Sa. aurescens, Sa. identicus, Sa. intermedius, Sa.

purpureus, Sa. whitmani e Sabethes spp., que por estarem danificados, ndo foi possivel uma

identificacdo em nivel de espécie (Tabelas 1 e 2).
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A Figura 13 representa a abundancia de CPAFAS, coletados na Trilha do Macuco e

na Trilha Mountain Bike.

Na Trilha do Macuco Hg. leucocelaenus (22) foi a mais abundante, seguida de Ae.
terrens (15), Sa. purpureus (9), Ae. scapularis (5), Sa. aurescens (4), Sa. intemedius (4), Sa.
identicus, (3), Ps. ferox (2), Sa. albiprivus (2), Sabethes sp., (1) e Ae. fluviatilis (1).
Enquanto na Trilha Mountain Bike segue Ae. terrens (65), Hg. leucocelaenus (30), Ae.
scapularis (18), Sa. aurescens (15) e Sa. purpureus (15), Sa. albiprivus (13), Ps. ferox (7),
Sa. intermedius (5), Ae. albopictus (3), Ae. fluviatilis (2), Sa. identicus (2), Sa. whitmani (1)
e Sabethes spp. (4). Os taxons Ae. albopictus e Sa. whitmani foram coletados apenas nesta

Trilha (Figura 13).
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Figura 13. Abundancia de taxons de culicideos adultos potencialmente associados a transmissao de
febre amarela silvestre coletados na Trilha do Macuco e na Trilha da Mountain Bike, Nucleo
Engordador do Parque Estadual da Cantareira do municipio de Séo Paulo, no periodo de margo de
2019 a fevereiro de 2020.



50

Referente aos CPAFAS, nas duas trilhas amostradas, destacamos que Hog.
leucocelaenus teve maior abundancia na Trilha da Mountain Bike; Ae. terrens e Ae.
scapularis foram as espécies mais abundantes enquanto Ae. fluviatilis foi a menos abundante
entre os adultos do género Aedes. A espécie Ps. ferox foi presente, apesar da baixa
abundancia, e Sa. purpureus e Sa. albiprivus foram as espécies mais abundantes entre 0s
adultos do género Sabethes. As Unicas espécies coletadas tanto como adultos quanto na

forma imatura foram Hg. leucocelaenus e Ae. terrens.

5.1.2. CPAFAS - Indices de Diversidade

Os indices de Shannon e Simpson calculados para cada data de coleta foram
utilizados para comparar a diversidade da assembleia de CPAFAS entre as duas trilhas
estudadas (Tabela 3). O teste de Shapiro Wilk apresentou um valor de W = 0,828 e p =
0,003 para Trilha do Macuco e W = 0,929 e p = 0,12 para Trilha da Mountain Bike,
considerando um nivel de significancia de 0,05. Ndo houve diferenca estatisticamente
significativa quando aplicado o teste de Mann - Whitney considerando um nivel de
significancia de 0,05. O teste de Mann - Whitney apresentou os valores de U= 173, z = -
0,9408 e p = 0,3468 para os Indices de Shannon e os valores de U= 176,5, z =-0,8481 e p

= 0,3964 para os indices de Simpson.
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Tabela 3. Resultado dos indices de Diversidade calculados por data de coleta dos
CPAFAS*, coletados nas Trilhas do Macuco e Mountain Bike, Parque Estadual da
Cantareira do municipio Sdo Paulo, Nucleo Engordador, periodo de marco de 2019 a
fevereiro de 2020.

Data de Coleta Trilha do Macuco Trilha do Mountain Bike
SHANNON _H SIMPSON 1_D SHANNON _H SIMPSON 1_D

22/03/2019 0,6931 0,5 0,9372 0,4852
04/04/2019 1,04 0,625 0,7963 0,449
18/04/2019 0 0 2,095 0,8611
02/05/2019 1,04 0,625 1,81 0,8163
16/05/2019 1,04 0,625 1,162 0,6446
30/05/2019 1,055 0,64 0,8856 0,4463
14/06/2019 0 0 1,311 0,716
27/06/2019 1,609 0,8 1,475 0,7347
10/07/2019 0 0 - -
25/07/2019 0 0 1,04 0,625
06/08/2019 - - 0 0
22/08/2019 - - 0 0
19/09/2019 1,332 0,72 0,6931 0,5
03/10/2019 - - 1,011 0,6111
17/10/2019 0,6365 0,4444 1,215 0,6667
30/10/2019 0 0 1,277 0,6939
11/11/2019 1,332 0,72 0 0
12/12/2019 1,04 0,625 0 0
26/12/2019 1,242 0,6667 0,9557 0,5714
09/01/2020 - - 1,411 0,6627
27/01/2020 1,034 0,5455 0 0
14/02/2020 0 0 1,947 0,8416
28/02/2020 0 0 0,6019 0,3203

CPAFAS* = Culicideos Potencialmente Associados a transmissdo de Febre Amarela Silvestre.

5.1.3. CPAFAS - Dados climaticos

Para avaliar a correlacdo entre as médias de temperatura, pluviosidade e umidade
relativa do ar com a abundancia dos CPAFAS e do Hg. leucocelaenus utilizou se o
coeficiente de correlacdo Spearman, calculado com os dados climéaticos medidos no dia da

coleta e 30 dias anteriores a coleta (Tabela 4).
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Tabela 4. Numero de individuos coletados, temperatura, pluviosidade e
umidade relativa nos ambientes de coleta, dos CPAFAS* coletados com
pucé. Parque Estadual da Cantareira do municipio de Sdo Paulo, Nucleo
Engordador, periodo de marco de 2019 a fevereiro de 2020

Data de N2 ind. ToC® Toc Pluviosidade Pluviosidade l:;g?::

Coleta Coletados (mm) @ (mm) @ (%)
22/mar 17 19,3 23,5 4,5 393,5 93
04/abr 11 25 23 0 152,8 63
18/abr 14 21,5 22,4 0,3 187,5 70
02/mai 18 23,6 22,6 0 178 71
16/mai 15 19,3 22,6 3,8 85,5 96
30/mai 16 22,3 20,7 0 110,6 88
14/jun 10 21,2 18,9 0 109,3 74
27/jun 12 20,2 19 0 49,3 79
10/jul 1 14,9 18,5 0 126,5 82
25/jul 5 18 17,4 0 134 74
06/ago 1 17,6 16,4 0 13,5 79
22/ago 1 16 18,2 0 9,8 80
19/set 7 23,3 20 0,5 60,5 64
03/out 6 23,5 20,6 0 32,3 54
17/out 12 24,7 21,2 0 26 64
30/out 8 26,2 22,3 0 47,5 57
11/nov 7 20,2 23,3 0 72,8 97
12/dez 5 22,6 21,4 10,8 178 86
26/dez 13 24 22,8 0 298 69
09/jan 13 25,1 23,4 52 379 86
27/jan 13 24,7 23,2 0 291,3 55
14/fev 26 23 22,5 2 440,8 77
28/fev 17 19,2 22,7 4,3 466,5 99

CPAFAS* = Culicideos Potencialmente Associados a transmissdo de Febre Amarela Silvestre.

) Temperatura observada no dia da coleta: média entre as temperaturas
maxima e a minima observadas durante o dia da coleta. @ Média das
temperaturas médias observadas durante os 30 dias que antecederam cada
coleta. @ Pluviosidade observada no dia da coleta. “ Soma da
pluviosidade medida nos 30 dias que antecederam cada coleta. Fonte:
Centro de Gerenciamento de Emergéncias (CGE). Relatério de dados
climatolégicos diarios.

Para o total de CPAFAS foi observada correlagcdo positiva e significativa entre os
dados de temperatura e pluviosidade 30 dias que antecederam a coleta, €, para a espécie Hg.
leucocelaenus as correlagdes significativas ocorreram com a temperatura no dia da coleta, e

com as médias das temperaturas e pluviosidade de 30 dias antes da coleta. (Tabela 5).



Tabela 5. Correlagdo entre o total de CPAFAS* e Haemagogus
leucocelaenus com os dados meteorolégicos, coletados nas Trilhas Macuco
e Mountain Bike, do Parque Estadual da Cantareira do municipio de Séo
Paulo, Nucleo Engordador, no periodo de marco de 2019 a fevereiro de

2020.
Haemagogus leucocelaenus
Dados Coefici Coefici
climéticos oeficiente oeficiente p
de Spearman de Spearman
Temperatura ) gg5 0,1665 0,5453 0,0071
dia da coleta
Temperatura
30 dias antes 0,5924 0,0029 0,5449 0,014
da coleta
Pluviosidade = 4045 0,0706 -0,0146 0,9473
dia da coleta
Pluviosidade
30 dias antes 0,6525 0,0007 0,5694 0,0045
da coleta
Umidade 0,1555 0,4786 -0,3467 0,105

CPAFAS* = Culicideos Potencialmente Associados a transmissao de Febre Amarela Silvestre.

p> 0,05 = ndo significante; p< 0,05 = significante ao nivel de 5% (a= 0,05)
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Para melhor avaliacdo da correlagdo entre o nimero de individuos e os dados de

temperatura e pluviosidade, foram elaborados graficos de dispersdo (FIGURAS 14 a 18).
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Figura 14. Gréfico de dispersdo entre a Temperatura °C média dos 30 dias que antecederam a coleta
e 0 nimero de CPAFAS capturados no Parque Estadual da Cantareira do municipio Sdo Paulo,
Nucleo Engordador, periodo de margo de 2019 a fevereiro de 2020.
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Figura 15. Gréfico de dispersdo entre o volume total de chuvas medidos nos 30 dias que
antecederam a coleta e o numero de CPAFAS capturados no Parque Estadual da Cantareira do
municipio S&o Paulo, Nucleo Engordador, periodo de margo de 2019 a fevereiro de 2020.
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Figura 16. Gréfico de dispersdo entre a Temperatura °C média medida no dia da coleta e 0 nimero
de Haemagogus leucocelaenus capturados no Parque Estadual da Cantareira do municipio Sé&o
Paulo, Nucleo Engordador, periodo de margo de 2019 a fevereiro de 2020.
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Figura 17. Gréfico de dispersdo entre a Temperatura °C média dos 30 dias que antecederam a coleta
e 0 nuimero de Haemagogus leucocelaenus capturados no Parque Estadual da Cantareira do
municipio S&o Paulo, Nucleo Engordador, periodo de margo de 2019 a fevereiro de 2020
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Figura 18. Gréafico de dispersdo entre o volume total de chuvas medidos nos 30 dias que
antecederam a coleta e 0 nimero de Haemagogus leucocelaenus capturados no Parque Estadual da
Cantareira do municipio S&o Paulo, Nucleo Engordador, periodo de marco de 2019 a fevereiro de
2020.

5.2. CULICIDEOS IMATUROS - LARVITRAMPAS (BAMBU E PET)

Dos 2.153 de culicideos imaturos coletados, 1.458 (68%) foram na Trilha do
Macuco, com 644 (44%) em Bambus (Copa=171, Solo=473) e 814 (56%) em PETS
(Copa=32, Solo=782), e 695 (32%) na Trilha da Mountain Bike, com 462 (66%) em
Bambus (Copa=47, Solo=415) e 233 (34%) em PETS (Copa=102, Solo=131) (Tabela 6).

A riqueza de culicideos imaturos foi representada por 10 taxons, sendo oito coletados
nas armadilhas instaladas na trilha do Macuco e seis nas armadilhas da Trilha da Mountain

Bike (Tabela 6).
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Tabela 6. Culicideos imaturos coletados com pisseta de succdo e pipetas no Parque Estadual da
Cantareira do municipio de S&o Paulo, Nucleo Engordador, trilhas Macuco e Mountain Bike, no
periodo de marco de 2019 a fevereiro de 2020.

Trilha Macuco Trilha Mountain Bike
TAXONS BAMBU PET BAMBU PET Total

Copa Solo Subtotal Copa Solo Subtotal Copa Solo Subtotal Copa Solo Subtotal

Ae. terrens 38 - 38 - 28 28 9 2 11 1 - 1 78
Cx. (Car.) iridescens 104 73 177 13 429 442 1 43 44 81 81 162 825
Cx. (Cux.) dolosus 2 390 392 - 155 155 - 341 341 18 48 66 954
Cx. (Cux.) eduardoi - - - 9 - 9 - - - - - - 9
Lu. Bigoti - 1 1 - - - - - - - - - 1
et toot root 2
Hg. leucocelaenus 12 2 14 - - - 30 14 a4 - - - 58
Li. durhamii 6 - 6 10 166 176 - - - - - - 182
Toxorhynchites spp. 9 6 15 - 2 2 7 15 22 - 1 1 40
Wyeomyia spp. - - - - 1 1 - - - 2 1 3 4
Total 171 473 644 32 782 814 47 415 462 102 131 233 2153
Total de taxons 6 6 8 3 7 8 4 5 5 4 4 5 10

A Figura 19 representa a abundancia de tdxons dos culicideos imaturos coletados na
Trilha do Macuco, onde Cx. (Car.) iridescens (619) foi o taxon mais abundante seguido de
Cx. (Cux.) dolosus (547), Li. durhamii (182), Ae. terrens (66), Toxorhynchites spp. (17) e
Hg. leucocelaenus (14) enquanto na Trilha Mountain Bike segue Cx. (Cux.) dolosus (407),
Cx. (Car.) iridescens (206), Hg. leucocelaenus (44), Toxorhynchites spp. (23), Ae. terrens

(12) e Wyeomyia spp. (3).
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Figura 19. Abundéancia de tdxons de culicideos imaturos coletados na Trilha do Macuco e na Trilha
Mountain Bike, Nlcleo Engordador do Parque Estadual da Cantareira do municipio de Sdo Paulo, no
periodo de marco de 2019 a fevereiro de 2020.

5.2.1. CPAFAS - Larvitrampas (Bambu e PET)

Considerando as duas trilhas estudadas, dentre 136 espécimes de CPAFAS coletadas
na forma imatura, 58 espécimes foram Hg. leucocelaenus coletados apenas nas armadilhas
de Bambu, com 42 espécimes no Bambu copa e 16 no Bambu solo e, 78 foram Ae. terrens,
sendo que o maior nimero foi coletado na armadilha Bambu copa com 47 espécimes,

seguido da PET solo com 28, do Bambu solo com 2 e PET copa com 1 (Figura 20).
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Figura 20. Abundancia de CPAFAS imaturos por armadilha coletados no Ndcleo Engordador do
Parque Estadual da Cantareira do municipio de Sdo Paulo, no periodo de margo de 2019 a fevereiro
de 2020.

5.2.2. CPAFAS - Anélises Estatisticas

A realizacdo das analises estatisticas para comparar a abundancia nas armadilhas
larvitrampas Bambu e PET considerou os dados totais dos CPAFAS e apenas a espécie Hg.
leucocelaenus.

As comparacbes para os CPAFAS foram feitas entre as armadilhas Bambu
copa/Bambu solo e entre o resultado Total de Bambus/Total de PETS. Néo foi realizada a
comparacgéo entre PET copa/PET solo pois, os dados ndo foram suficientes.

Para Hg. leucocelaenus comparou se apenas as armadilhas de Bambu, pois foram
ausentes nas armadilhas PET.

A analise ndo paramétrica de Wilcoxon, para amostras pareadas, indicou que houve
uma diferenca estatisticamente significante na abundancia de CPAFAS entre as armadilhas

de Bambu e PET, sugerindo que bambu é a armadilha mais adequada para a coleta desses
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vetores. Na comparagdo da abundancia entre as armadilhas Bambu copa e Bambu solo,
observou-se diferenca estatisticamente significante entre ambas, onde os CPAFAS
predominaram nas armadilhas Bambu copa (Tabela 7 e Figura 20).

Para Hg. leucocelaenus, ndo foi constatada diferenca estatisticamente significativa
dessa espécie no Bambu copa ou de solo, e sua total auséncia nas armadilhas PET, pode

denotar preferéncia por armadilhas de Bambu.

Tabela 7. Teste ndo-paramétrico de Wilcoxon para comparacdo da abundancia
de CPAFAS* e Haemagogus leucocelaenus coletados nas armadilhas
instaladas no Nucleo Engordador do Parque Estadual da Cantareira do
municipio de S8o Paulo, no periodo de 2019 a fevereiro de 2020. As
armadilhas foram comparadas de acordo com o tipo (Bambu ou PET) e estrato
da vegetagdo em que foram alocadas (copa ou solo).

CPAFAS Hg. leucocelaenus
Armadilhas WILCOXON WILCOXON
TEST P TEST P
Bambu Copa / 2,006 0,044803 1,022 0,30701
Bambu Solo
Total Bambu/ oo 0,012593 - -

Total Pet

CPAFAS* = Culicideos Potencialmente Associados a transmissdo de Febre Amarela Silvestre.
p > 0,05 ndo significante; p < 0,05 significante ao nivel de 5% (a= 0,05)

5.3. MATERIAL ELABORADO

Foi elaborado o “Manual de coleta diurna de Culicidae em ambiente florestal
urbano (parques e areas verdes) no municipio de Sdo Paulo”, que podera ser proposto ao
LABFAUNA, com a intenc¢do de contribuir com os procedimentos operacionais padroes, e
também podera ser recomendado as Unidades de Vigilancia em Saude (UVIS) e ao Plano de

Contingéncia de febre amarela do municipio de Sdo Paulo (APENDICE).
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6. DISCUSSAO

No presente estudo, foram amostrados 1008 exemplares de culicideos adultos
pertencentes a 31 taxons nas Trilhas do Macuco e Mountain Bike do Nucleo Engordador -
PEC, durante 25 coletas efetuadas quinzenalmente, no periodo de mar¢o de 2019 a fevereiro

de 2020. Do total de culicideos adultos coletados, 248 correspondem aos CPAFAS.

Em relacdo as espécies coletadas, Hg. leucocelaenus € considerada um importante
vetor da febre amarela silvestre no sul e sudeste do Brasil, enfatizado desde a década de 30
em estudos realizados por SHANNON et al. (1938), até as epidemias e epizootias
registradas em 2009 no estado de Sao Paulo (VASCONCELOS et al. 2003; CARDOSO et
al., 2010; SOUZA et al., 2011; MASCHERETTI et al., 2013). Recentemente, no surto de
2017 — 2018, também foi encontrado naturalmente infectado nos estados de Minas Gerais,
Rio de Janeiro e Sdo Paulo em estudos realizados por MUCCI et al. (2018), ABREU et al.
(2019), CUNHA et al. (2019) e ABREU et al. (2020).

Algumas espécies do género Aedes (Ae. serratus, Ae. albopictus, Ae. fluviatilis e Ae.
scapularis) embora ndo sejam consideradas vetores primarios de FAS no Brasil ja foram
encontradas naturalmente infectadas com o virus amarilico (FORATTINI, 1965;
VASCONCELOS et al., 2003, CARDOSO et al., 2010, MORENO et al., 2011).

A espécie Ae. terrens foi a mais abundante no presente estudo, embora ndo haja
nenhum relato de infec¢do natural pelo virus da FA, em estudo recente realizado por
LOURENCO-DE-OLIVEIRA e FAILLOUX (2017) no estado do Rio de Janeiro,
demonstraram experimentalmente que tanto a espécie Ae. terrens como Hg. leucocelaenus
sdo competentes para transmitir o virus chikungunya, apontando para o alto risco de se
estabelecer um ciclo de transmissdo silvestre nas Américas, tornando-se outra infeccao

zoonotica de dificil controle no continente.
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Embora Ae. albopictus e Ae. fluviatilis tenham apresentado pouca abundéncia,
FORATTINI (1965), ALENCAR et al. (2008) e GOMES et al. (2010) relatam a importancia
do monitoramento dessas espécies no Brasil, pela possibilidade de tornarem-se vetores de
ligagdo entre os ciclos silvestre e urbano da FA, por habitar, igualmente, os ambientes
silvestres, suburbanos e urbanos (CONSOLI & LOURENCO-DE-OLIVEIRA 1994,
MILLER & BALLINGER 1988, COUTO — LIMA et al., 2017). Apesar de ainda ndo serem
incriminados na transmisséo de arbovirus no Brasil, estudos em laborat6rio mostraram suas
competéncias na infecgdo e transmissdo do virus amarilico (HERVE e TRAVASSOS DA
ROSA, 1983; LOURENCO DE OLIVEIRA et al., 2003; COUTO — LIMA et al., 2017),
além da competéncia de Ae. albopictus em veicular os quatro sorotipos do virus dengue
(MILLER & BALLINGER, 1988; MITCHELL & MILLER, 1990).

COUTO - LIMA et al. (2017) demonstraram que Ae. albopictus é um vetor pouco
competente para o virus amarilico, porém, ainda pode desempenhar um papel importante na
transmisséo se houver altas densidade do vetor, alta taxa de picadas humanas e alta taxa de
sobrevivéncia diaria.

Segundo DAVIS e SHANNON (1929); FORATTINI (1965), FORATTINI e
GOMES (1988) e VASCONCELOS (2003), Ae. scapularis tem sido encontrada
naturalmente infectada e tem mostrado ser vetor eficiente do virus da FA em condicgdes
laboratoriais. Em estudo recente realizado por CUNHA et al. (2020) no municipio de SP,
durante o surto de FAS entre os anos de 2017 - 2018, a espécie foi encontrada naturalmente
infectada, merecendo atencdo por ter sido coletada em um bairro arborizado do municipio
préximo a areas populosas, podendo representar um novo padrdo epidemiologico de FA.
Corroborando com esse resultado, temos o estudo de ABREU et al. (2019), realizado
também durante o surto de FAS, em estados da regido sudeste. Os autores encontraram Ae.

scapularis naturalmente infectado com o virus amarilico, sugerindo que a espécie pode ter
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um papel secundario e de baixa importancia epidemioldgica na transmissdo do agente
etiologico da doenca, devido a abundéncia e distribui¢do reduzidas e quanto as baixas taxas
de infecgdo.

Entretanto, é importante ressaltar que espécies do género Aedes tais como: Ae.
fluviatilis, Ae. albopictus e Ae. scapularis foram frequentemente encontradas em parques do
municipio de Sdo Paulo, em estudo realizado por MEDEIROS-SOUZA et al. (2013), bem
como nos parques trabalhados pelo LABFAUNA (dados ndo publicados), ficando a
recomendacdo de monitoramento pela vigilancia entomolégica e viroldgica, ndo s6 no MSP,
como do nordeste ao sul do Brasil (GOMES et al., 2008; ABREU et al., 2019; CUNHA et
al., 2019).

A espécie Psorophora ferox foi pouco abundante no presente estudo, mas ja foi
encontrada naturalmente infectada pelo virus amarilico em estudos realizados por
MORENO et al. (2011), durante o surto de 2006 a 2008 no estado de Sdo Paulo. Essa
espécie também foi encontrada no estudo realizado por MEDEIROS-SOUZA et al. (2013) e
nos trabalhos de monitoramento do LABFAUNA (dados ndo publicados).

Em nossos estudos as espécies mais abundantes do género Sabethes foram Sa.
purpureus, Sa. aurescens e Sa. albiprivus. Sa. albiprivus e Sa. identicus ja foram
encontradas naturalmente infectadas com o virus amarilico (COUTO- LIMA et al., 2017,
MUCCI et al., 2018). O mosquito Sa. albiprivus é encontrado em areas epizodticas de FA e
seu papel como vetor nessas areas foi demonstrado em estudo realizado por COUTO-LIMA
et al. (2017). ABREU et al. (2019), observaram em cinco estados brasileiros durante o surto
de FA nos anos de 2016 a 2018, que Sa. albiprivus foi a espécie mais abundante e bem
distribuida, encontrada em simpatria com Hg. leucocelaenus infectado, podendo
desempenhar um papel secundario na manutenc¢éo do virus da FA. Segundo PINTO (1930),

Sa. albiprivus € um mosquito muito arisco e, em suas observac@es, relatou que coletou a
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espécie sugando o homem no interior da mata ao meio dia, fato observado também no
presente estudo.

Embora as espécies de Sabethes desempenhem papel importante no ciclo silvestre
da FA no Brasil, o conhecimento da biologia e da competéncia vetorial desses mosquitos em
laboratério ainda sdo considerados incipientes (BERSOT, 2014; BRASIL, 2017).

Alguns estudos ja foram realizados no Nucleo Engordador e outros locais do PEC,
porém utilizando-se outras técnicas e horarios de coleta, onde também foram coletados
CPAFAS. No primeiro estudo realizado por DEANE (1967) no Horto Florestal, pertencente
a mesma mata do PEC, foram encontradas nove espécies de CPAFAS, coletadas ao nivel do
solo e em plataformas construidas ao nivel da copa das arvores. Exceto Hg. capricornii, Ae.
serratus e Ps. lutzi, seis espécies foram encontradas no presente estudo.

MONTES (2005) coletou um total de 2.219 espécimes de culicideos pertencentes a
22 taxons, em duas areas do PEC, sendo o Ndcleo Engordador em comum com o presente
trabalho. As coletas foram realizadas no periodo de fevereiro de 2001 a janeiro de 2002,
totalizando 240 coletas efetuadas quinzenalmente no periodo entre 16h e 21h, utilizando
armadilhas tipo CDC copa e solo. Em relagédo aos CPAFAS, MONTES (2005) coletou cinco
espécies enquanto no presente estudo foram coletadas 12 espécies, o0 que pode ser explicado
pelo fato do esforco amostral, método, horario de coleta e objetivos terem sido diferentes.
Isso ressalta a importancia de se utilizar diferentes métodos de coleta para trabalho de
investigacdo da fauna de culicideos (MEDEIROS-SOUZA et al. 2013).

MUCCI et al. (2016), em estudo realizado no Nucleo Pedra Grande e no Ndcleo
Engordador do PEC, publicaram uma lista atualizada de 11 espécies de vetores
comprovados e potenciais do virus da febre amarela, sendo que sete dessas espécies foram
em comum ao nosso estudo. As coletas foram realizadas de outubro de 2015 a marco de

2016, utilizando- se armadilhas CDC, aspiradores elétricos portateis e armadilha de Shannon
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para formas adultas e recipientes naturais e artificiais para imaturos, ressaltando a
importancia de se manter o monitoramento e vigilancia de culicideos vetores nessa area.

Recentemente, CERETTI-JUNIOR et al. (2020), em trabalho realizado de 2015 a
2017, forneceram uma atualizagdo sobre a fauna total de culicideos no PEC, onde coletaram
adultos e imaturos utilizando diferentes técnicas de coletas. Para as formas adultas
utilizaram armadilhas CDCs, aspiradores de Nasci, aspiradores elétricos portateis e
armadilha de Shannon, enquanto os imaturos foram coletados em recipientes naturais e
artificiais, utilizando aspiradores de succdo e conchas entomoldgicas para grandes
criadouros. Em relacdo aos CPAFAS foram coletadas 17 espécies entre 0os géneros Aedes,
Haemagogus e Sabethes. Considerando a espécie Hg. leucocelaenus foram coletados 10
adultos e 60 imaturos, enquanto no presente estudo, foram coletados 52 adultos e 58
imaturos, indicando que a utilizacdo do pucé para a coleta desse vetor, levando também em
consideracdo o horario de coleta, apresentou resultados mais significativos em relagdo a
forma adulta. Tal, fato também foi observado por SOUZA et al. (2011) em trabalho
realizado em areas de epizootias de FA, ja que relatam que a utilizacdo do pucé facilita a
captura de espécies diurnas que sao atraidas pelo ruido ou pela presenca de primatas.

Ao comparar as areas de coleta, a maior abundancia de CPAFAS foi observada na
Trilha da Mountain Bike, com 180 individuos, enquanto na Trilha do Macuco coletou-se 68
individuos. A espécie Hg. leucocelaenus foi a mais abundante na Trilha do Macuco e Ae.
terrens a mais abundante na Trilha da Mountain Bike. Haemagogus leucocelaenus e Ae.
terrens sdo mosquitos arbéreos que podem picar ndo apenas 0os PNH na copa das arvores,
mas também humanos ao nivel do solo, além de serem capazes de voar longas distancias e
picar pessoas em campos abertos, principalmente entre o ambiente silvestre e o ambiente

modificado pelo homem (LOURENCO-DE-OLIVEIRA e FAILLOUX, 2017).
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Embora Hg. leucocelaenus tenha habitos acrocentréfilos, no presente estudo foram
coletados no solo, corroborando estudo realizado por SOUZA et al. (2011) em regides de
epizootias no estado de S&o Paulo. PINTO (2007), estudando a estratificacdo populacional
de diferentes espécies de Haemagogus observou que Hg. leucocelaenus foi comum ao nivel
do solo na Floresta Nacional de Caxiuand, Pard, Brasil. Os achados indicam que a técnica de
coleta utilizada no presente estudo mostra-se adequada quando néo é possivel a instalacao de
plataformas nas arvores.

Segundo SILVA (2003), as espécies do género Sabethes, apesar de serem
acrodendréfilas podem apresentar mudanca de comportamento em ambiente alterado e
realizar o repasto sanguineo ao nivel do solo, como observado em estudo realizado por
CARVALHO et al. (1997), PINTO (2007) e no presente estudo. Ressalta-se ainda o fato de
gue mesmo espécies predominantemente ativas nos niveis elevados da copa das arvores, sao
capazes de descerem ao solo quando detectam a presenca de fonte alimentar para realizar a
hematofagia (FORATTINI et al., 1968; VASCONCELOS et al., 2001).

Os Indices de Shannon e Simpson foram utilizados para comparar a diversidade
mensurada para cada data de coleta realizada nas duas trilhas. O indice de Shannon é mais
afetado por espécies raras (riqueza de espécies) e o de Simpson pela abundancia
(dominancia de espécies). O teste de Mann-Whitney utilizado para verificar a variacdo da
diversidade entre as areas mostrou que ndo houve diferenca estatisticamente significativa
entre elas, indicando que as trilhas apresentaram as mesmas caracteristicas relativas a fauna
de CPAFAS. Explicitado pelo fato das duas trilhas serem bem proximas uma da outra
diferindo apenas na extensao, altitude e no grau de visitagdo. A Trilha do Macuco sofre com
intervencgdo antrdpica por ser aberta & visitacdo ao publico em geral. J& a Trilha da Mountain
Bike é fechada ao publico, sendo utilizada apenas por ciclistas, que ndo foram observados

durante o periodo de estudo, provavelmente por ser mais utilizada aos finais de semana.
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Apesar de ndo haver diferenca na diversidade de espécies coletadas nas trilhas, a
abundancia de todas as espécies de CPAFAS foi maior na Trilha da Mountain Bike,
podendo ser explicado pelo fato de a trilha ser menos utilizada, abrigando mais espécies
silvestres. Além disso, pela dizima¢do dos PNH no ano de 2017 (FIORAVANTI, 2018;
ABREU et al., 2019) supomos que os culicideos desciam ao solo por haver presenca humana
e movimentacdo na trilha durante o periodo de estudo. Acrescenta-se ainda o fato de que
algumas espécies sejam ecléticas quanto ao habito alimentar como relatado por NAVES et
al. (1998), que observaram que as espécies Ae. scapularis, Hg. leucocelaenus e Sa.
purpureus, apresentaram maior afinidade por isca humana no solo, sendo capturadas em sua
totalidade sugando o homem.

O coeficiente de correlacdo de Spearman foi utilizado para determinar a correlagédo
entre as variaveis climaticas de temperatura, pluviometria e umidade relativa do ar, com o
total de CPAFAS e Hg. leucolelaenus coletados. Para o total de CPAFAS observou-se
correlacdo positiva entre as temperaturas médias e pluviosidade dos 30 dias que antecederam
a coleta. Tal resultado também foi observado por MONTES (2005) no PEC, por LIRA-
VIEIRA (2013) e por SILVA (2018) para possiveis vetores de FA. Segundo CONSOLI e
LOURENCO DE OLIVEIRA (1994) e FORATTINI (2002) o ciclo anual da populagdo de
alados é controlado pela precipitacdo pluviométrica e pela temperatura ambiente. A
quantidade de chuvas antecedentes a coleta enche os criadouros, favorecendo o
desenvolvimento dos mosquitos. Dessa forma, durante 0 més mais quente e chuvoso, ha
maior proliferacdo desses mosquitos que atingem a fase adulta em grande nimero no més
seguinte (CONSOLI e LOURENCO DE OLIVEIRA, 1994).

Considerando apenas Hg. leucocelaenus, foi observada correlagcdo positiva com a
temperatura do dia da coleta, médias das temperaturas e da pluviosidade acumulada dos 30

dias que antecederam as coletas, indicando influéncia desses fatores abidticos em seu
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comportamento e subsequente aumento em sua populagédo, corroborando os trabalhos
realizado por SILVA e LOZOVEI (1999) no Paran, e REZENDE et al. (2011) no Espirito
Santo. LIRA-VIEIRA (2013) e SILVA (2018) observaram correlagdo significativa entre
precipitagdo e frequéncia mensal de Hg. leucocelaenus, resultados também relatados por
ALENCAR et al. (2010), GOMES et al. (2010) e TUBAKI et al. (2010) em outras espécies
do género Haemagogus.

Um fator importante que influencia a proliferacdo dos culicideos ap6s os periodos
chuvosos é a resisténcia a dessecacdo dos ovos, como estratégia de sobrevivéncia. A
eclosdo de ovos dos géneros pertencentes a tribo Aedini ocorrem desde a primeira imersao,
como em Aedes aegypti, enquanto os pertencentes ao género Haemagogus necessitam de
mais de uma imersdo em criadouros temporarios submetidos a Vvéarias inundagdes e
dessecagbes (CONSOLI e LOURENCO DE OLIVEIRA, 1994; TATILA-FERREIRA,
2017). Em estudo realizado por TATILA-FERREIRA (2017) com ovos de Hg.
leucocelaenus observou-se que a primeira imersao foi mais eficiente, com um declinio ap6s
a sétima imersdo, porém houve viabilidade dos ovos até a 112 imersdo. Os ovos das espécies
de Haemagogus podem resistir por até sete meses a dessecacdo, permitindo que ocorram
eclosbes em épocas diferentes de acordo com as variagdes de chuvas irregulares (GALINDO
et al., 1955). Considerando que o pico de transmiss@o da febre amarela silvestre coincide
com o periodo chuvoso, época em que 0S OvOosS estardo expostos a varios periodos de
inundacdo, essas informacbes sdo relevantes na epidemiologia da doenca (TATILA-

FERREIRA, 2017).

A umidade relativa do ar apresentou correlacdo ndo significativa como também foi
observado por MONTES (2005). Com efeito, o PEC ndo mostra grandes variag0es sazonais

no que se refere a umidade relativa do ar que se mantém, praticamente constante e elevada
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durante as vérias estacbes do ano, caracteristico de regides de Mata Atlantica (SAO
PAULO, 2009a).

Em relagdo as formas imaturas, foram coletados 136 espécimes de CPAFAS, 78 de
Ae. terrens, coletados nas armadilhas de Bambu copa, Bambu solo e PET copa, e 58 de Hg.
leucocelaenus coletados apenas nas armadilhas de Bambu tanto no solo como na copa.
Haemagogus leucocelaenus e Ae. terrens sdo Aedinos encontrados frequentemente
colonizando internédios de bambu, buracos de arvore e recipientes artificiais, podendo
coabitar o mesmo recipiente (FORATTINI, 1965; CONSOLI e LOURENCO DE
OLIVEIRA, 1994; ALENCAR et al., 2013).

AMERASINGHE e ALAGODA (1984); LOZOVEI (1998); MARCONDES e
MAFRA (2003) e GOMES et al. (2008) relataram que armadilhas de bambu tém sido usadas
frequentemente para estudar os habitos de mosquitos silvestres, particularmente em estudos
sobre a estratificagdo vertical. Em estudo realizado por GALINDO et al. (1955) foi
observado que Hg. leucocelaenus e Ae. terrens se reproduziram predominantemente em
armadilhas de bambu cortados, enquanto as espécies do género Sabethes ocorreram em
armadilhas de bambus fechados e dotados de pequeno orificio lateral (FORATTINI, 1965;
LOZOVEI, 1998, 2001); ZEQUI e LOPES, 2001; MARCONDES e MAFRA, 2003;
MULLER et al.,, 2009 e ALENCAR et al., 2010), fato que pode explicar a auséncia de
espécies imaturas desse género no presente estudo.

Recipientes de bambu s6 se tornam criadouros de Culicidae apds passarem por um
processo de reacdo quimica de decomposi¢do de sua polpa, deixando a agua com forte
cheiro fético, como descrito em LOPES et al. (1995), levando cerca de trés meses para
serem colonizados por culicideos. Fato também observado pelo LABFAUNA em coletas
anteriores a este estudo, entdo para garantir a colonizagdo mais rapida por culicideos, nesta

pesquisa 0s bambus foram tratados antes de serem instalados na area de estudo.
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Na analise de Wilcoxon utilizada para comparar a abundancia dos CPAFAS imaturos
entre as larvitrampas bambu e PET observou-se uma preferéncia pelas armadilhas de bambu,
podendo ser a mais adequada para fins de monitoramento desses vetores. LOPES et al.
(1985) introduziram recipientes de plastico na Mata Amazonica e coletaram larvas de
espécies silvestres, que jamais tinham sido relatadas nestes tipos de criadouros e
MARCONDES e ALENCAR (2010) relatam que armadilhas para posturas com aberturas
grandes, como bambus cortados, tém sido usadas para obter amostras de Hg. leucocelaenus.
Embora Hg. leucocelaenus tenha sido coletado apenas em bambu, estudos realizados por
LOPES (1997) e ZEQUI et al. (2005) em éareas de matas no Parand, observaram que a
frequéncia foi semelhante nos recipientes de bambus e pneus, porém, a densidade sempre foi
maior em bambus.

O mosquito Ae. terrens procria-se preferencialmente em ocos de arvores
(FOTATTINI, 1965; GOMES et al.,1992). No presente estudo, essa espécie colonizou os
recipientes artificiais instalados, corroborando os estudos realizados por LOPES (1997),
LOPES et al. (2002), CALADO e NAVARRO DA SILVA (2001); LOPES et al. (2004) e
ZEQUII et al. (2005), que também coletaram esse mosquito com frequéncia em criadouros
artificiais.

Em relagdo a altura de colocagdo das armadilhas observou se que a maior frequéncia
ocorreu no Bambu copa, quando se considerou o total de CPAFAS, fato também observado
em estudo realizado por ALENCAR et al. (2013) e SILVA et al. (2021) em que Hg.
leucocelaenus e Ae. terrens tiveram preferéncia em ovipor nas armadilhas instaladas na copa
das é&rvores. Para Hg. leucocelaenus, ndo foi constatada diferenca estatisticamente
significativa dessa espécie no Bambu copa ou de solo indicando que a espécie explora
diferentes niveis de habitats florestais, observado também nos estudos de ZEQUI et al.

(2005), ALENCAR et al. (2016) e TATILA-FERREIRA et al. (2017). GOMES et al. (2008)
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em pesquisa realizada no Rio Grande do Sul utilizou a armadilha de bambu instalada apenas
no solo e a espécie foi encontrada por varios meses do ano. REZENDE et al. (2011)
utilizaram pneus cortados como larvitrampas, instalados no solo e na copa da &rvore,
registrou sua maior ocorréncia nas armadilhas no solo, enquanto ALENCAR et al. (2013)
observou sua preferéncia de ovipor em niveis mais elevados em trabalho realizado em Minas
Gerais.

Segundo ALENCAR et al. (2008), Hg. leucocelaenus é uma espécie oportunista e
eclética em seus habitos alimentares sendo um fator importante considerando sua
mobilidade entre o dossel e 0 solo na busca de hospedeiros ou recipientes para a postura dos
ovos. Embora os dados das armadilhas PET copa/ PET solo ndo foram suficientes para
realizar a comparacgdo, em estudo realizado por MONTAGNER (2014) observou- se que Hg.
leucocelaenus depositou seus ovos em armadilhas semelhantes a utilizada no presente
estudo. ALENCAR et al. (2016) e TATILA-FERREIRA et al. (2017) também estudaram a
oviposicdo de Hg. leucocelaenus, com a instalagdo de armadilhas tipo ovitrampa (vasos
pretos), no estado do Rio de Janeiro, e observaram que a espécie colonizou armadilhas
instaladas em diferentes alturas, sugerindo que sejam generalistas.

Como ressaltado anteriormente por CERETTI-JUNIOR et al. (2020), Hg.
leucocelaenus foi coletada em ocos de arvore em vérias areas do PEC e no Parque
Anhanguera, também situado na zona norte do MSP (CERETTI-JUNIOR et al. 2014;
MEDEIROS- SOUZA et al. 2015). Em trabalho realizado pelo LABFAUNA no ano de
2018, a espécie também foi encontrada nas armadilhas de bambu instaladas no Parque
Anhanguera (dados né&o publicados).

Cabe ressaltar nosso encontro de 40 larvas de Toxorhynchites spp. nas armadilhas
instaladas, 37 dessas em bambu. Trata-se de um género de espécies ndo hematofagas, porém

com larvas predadoras de outros culicideos na fase larvaria (CONSOLI e LOURENCO DE



72

OLIVEIRA, 1994). As larvas desse mosquito desenvolvem-se em bromélias, buracos em
arvores e internddios de bambu, podendo ser encontradas tambeém em recipientes artificiais
(FORATTINI, 1965). Apesar dessas espécies poderem ser utilizadas como medida no
controle bioldgico de espécies transmissoras de doengas (FORATTINI, 1965), o encontro
dessas larvas em vérias coletas pode explicar a baixa abundéncia de CPAFAS nas
armadilhas instaladas, podendo ser um ponto negativo ao considera-las como método de
monitoramento.

O PEC estd sob constante ameaca devido a visitagdo publica e ao crescimento
populacional e habitacional ao seu entorno, que vdo desde assentamentos precarios a
condominios de alto padrdo (MONTES, 2005; MUCCI et al., 2016; SAO PAULO, 2017),
gerando alteracGes ambientais capazes de contribuir para o estabelecimento de espécies de
mosquitos melhor adaptadas ao ambiente antrépico (FORATTINI et al., 1998). Embora haja
modificacfes ambientais, 0 encontro de espécies tipicamente silvestres no presente estudo
indica que o PEC mantém caracteristicas silvestres.

Apesar das coletas de vetores de FA serem preconizadas pelo Ministério da Saude
(BRASIL, 2017), a construcdo de manuais traz contribui¢fes importantes aos pesquisadores,
académicos e equipes profissionais (ECHER et al., 2005). Neste sentido, 0 manual de coleta
diurna de Culicidae foi elaborado para orientar a equipe profissional, uniformizar as
informacBes por meio de uma linguagem acessivel e facilitar a execucdo do trabalho de
vigilancia pelo LABFAUNA, em uma atividade, ainda ndo realizada na rotina, de

monitoramento de parques e areas verdes do MSP.
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. CONCLUSOES

e Foram amostrados 3.161 espécimes de culicideos, em ambas as trilhas, catalogados

em 36 taxons, pertencentes a 12 géneros.

e Na Trilha do Macuco foram amostrados 1.814 espécimes de culicideos das quais
1.458 foram na forma imatura e 356 na forma adulta, enquanto na Trilha na
Mountain Bike foram amostrados 1.347 espécimes, das quais 695 foram na forma

imatura e 652 na forma adulta.

e A abundancia dos CPAFAS amostrada foi de 248 individuos adultos e 136

espécimes na forma imatura, distribuidos em 13 txons, pertencentes a 4 géneros.

e N&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas na diversidade dos

CPAFAS adultos comparando-se as duas trilhas estudadas.

e Foram observadas correlacfes positivas entre o total de CPAFAS adultos e dados de
temperatura e pluviosidade 30 dias que antecederam as coletas, e para a espécie Hg.
leucocelaenus as correlagdes significativas ocorreram com a temperatura do dia das
coletas, e com as médias das temperaturas e pluviosidade de 30 dias antes das

coletas.

e A analise de Wilcoxon utilizada para a comparacao da abundancia dos CPAFAS nas
larvitrampas Bambu e PET indicou que houve diferenca estatisticamente
significante, sugerindo que o bambu é a armadilha mais adequada para a coleta

desses vetores.

e Em relagdo a altura dos Bambus observou-se diferencga estatisticamente significante
entre 0 Bambu copa e Bambu solo, onde os CPAFAS predominaram nas armadilhas

Bambu copa.
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e A espécie Hg. leucocelaenus esteve ausente nas armadilhas PET, podendo denotar
preferéncia pelas armadilhas de Bambu. N&o foi demonstrada diferenca
estatisticamente significativa dessa espécie no Bambu copa ou Bambu solo,

indicando que pode explorar diferentes niveis florestais.

e O Manual de coleta diurna de Culicidae elaborado serd proposto a coordenacao do
LABFAUNA, para facilitar o trabalho de vigilancia e identificacdo de vetores,
trazendo conhecimentos e inovacao necessarios para 0 manejo e enfrentamento da
FA e de outras arboviroses. Além disso, podera constituir um modelo para a
padronizacdo de procedimentos de coleta de outros artropodes vetores, realizadas

pelo laboratorio.

8. CONSIDERACOES FINAIS

Esta pesquisa contribuiu para o acréscimo de 14 novos taxons na Colecdo de Fauna
Sinantrépica do Municipio de Sdo Paulo, que oferecera elementos para comprovacédo de toda
pesquisa pregressa, além de ser material testemunho dos tdxons de culicideos vetores que
ocorrem no MSP.

O comportamento dos CPAFAS de explorar diferentes niveis florestais favorece a
transmissdao do virus da febre amarela entre animais arbéreos, incluindo primatas e
humanos.

A técnica do puca, utilizada para a captura de mosquitos adultos e o horéario
estabelecido facilitaram a captura de culicideos diurnos que foram atraidos pelos ruidos e
movimentacdo humana.

Haemagogus leucocelaenus, principal vetor de FAS, mostrou estar adaptada a

ambientes alterados, apesar de ser coletada somente em bambus a situacdo caracterizou
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como condic&o artificial, pois se tratava de apenas um interno, aberto na sua parte superior e
instalado longe de area de bambuzal ou taquaral.

Os CPAFAS apresentam um ciclo sazonal variando de acordo com a temperatura e o
indice pluviométrico, com o maior nimero de exemplares capturados no més seguido ao
mais quente e chuvoso.

Os resultados do presente estudo indicam que o PEC € uma area que merece atencao
para a vigilancia de vetores da FA, ndo apenas pelos PNHs, mas também pelo ndmero
significativo de pessoas que frequentam e residem nas proximidades, mas também
representa uma via potencial para a doenca ser introduzida no MSP.

O estudo da biodiversidade e distribuicdo de espécies na Mata Atlantica é
fundamental para a previsao de possiveis mudancas nessas popula¢fes. Recomendando-se a
constante vigilancia epidemioldgica ndo s6 nessa area, mas também em outros parques e
reservas que compbem o cinturdo verde do MSP. Seria indicado realizar também o
isolamento viral e avaliar capacidade vetorial das espécies que apresentam histérico de
infeccdo natural, para entender o papel desses vetores na circulacdo do virus da FAS, e,
possivelmente de outras arboviroses.

Esta pesquisa também contribuiu para dar subsidios ao parque em relacdo as espécies
encontradas, que poderdo ser inclusas na lista do Plano de Manejo do PEC, além de
proporcionar uma conscientizacdo sobre a necessidade de relatar epizootias e realizar

atividades educacionais com os funciondrios e visitantes nessas areas.
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1. APRESENTACAO

Em virtude do surto de febre amarela ocorrido em 2016-2018 o Plano de
Contingéncia de Febre Amarela do municipio de S&o Paulo instituiu ao Laboratério de
Identificacio e Pesquisa em Fauna Sinantropica/Divisdo de Vigilancia em
Zoonoses/Coordenacdo de Vigilancia em Saude/Secretaria Municipal de Salde/Prefeitura
Municipal de Sado Paulo (LABFAUNA/DVZ/COVISA/SMS/PMSP) o monitoramento
entomoldgico direcionado a captura de espécies vetores dos géneros Haemagogus e
Sabethes em parques e areas verdes do municipio.

Devido a este fato, surgiu a necessidade da elaboracdo de um manual de coleta
diurna de culicideos em ambiente florestal urbano no municipio de Sao Paulo para
padronizar a dindmica das atividades em campo e laboratorio.

As acdes propostas no manual sdo baseadas nos protocolos de coletas ja existentes
(PORTO ALEGRE, 2009; SAO PAULO, 2010) e por informacbes preconizadas pelo
Ministério da Satde (BRASIL, 2017), adaptadas com a experiéncia adquirida em coletas
realizadas no Parque Estadual da Cantareira — Nucleo Engordador, e com a realidade de
trabalho do LABFAUNA.

Este manual é destinado as equipes dos agentes de salde, técnicos de laboratdrio,
bidlogos e outros interessados, com 0 objetivo de descrever técnicas diurnas e orientar 0s
procedimentos das coletas de Culicidae, como a escolha da area monitorada, técnicas e
materiais utilizados, triagem, acondicionamento e transporte dos mosquitos ao laboratorio.
Além de padronizar os procedimentos de identificacdo realizados no setor de culicideos,
contribuir com a atualizagédo dos POPs (Procedimentos Operacionais Padrdo), servir como
modelo para a elaboracdo de manuais para os outros setores de identificacdo do laboratorio e

auxiliar no treinamento de novos funcionérios.



Dessa forma, a proposta da elaboragcdo do manual de coleta diurna de Culicidae visa
ser material de referéncia que podera ser incluso no Plano de Contingéncia de Febre
Amarela do Municipio de Sdo Paulo para a estruturacdo das acbes de vigilancia
entomoldgica, visando monitorar as areas de ocorréncia de vetores e definir as areas de risco
de transmissé&o.

E importante lembrar que o conhecimento cientifico se renova constantemente e
assim, h& a necessidade de atualizagdo frequente do material instrucional para que ele

alcance seus objetivos.



2. INTRODUCAO

Os insetos da familia Culicidae sdo conhecidos popularmente como mosquitos,
murigocas, pernilongos e carapanas, apresentando ampla diversidade e distribuicdo na regido
Neotropical. Devido ao habito hematofagico das fémeas, constituem um dos mais
importantes grupos de insetos para a satde publica pelo seu envolvimento na transmissao de
agentes patogénicos causadores de malaria, filariose, febre amarela, dengue entre outras
doengas que atingem milhdes de pessoas no mundo (CONSOLI e LOURENCO DE
OLIVEIRA, 1994; PINTO, 2007; PORTO ALEGRE, 2009).

A febre amarela (FA) é uma doenca infecciosa febril aguda, causada por um
arbovirus do género Flavivirus, familia Flaviviridae, apresenta dois ciclos de transmisséo:
um urbano no qual o mosquito Aedes (Stegomyia) aegypti € o principal vetor e 0 homem
participa como hospedeiro; e outro silvestre nas quais espécies dos géneros Haemagogus e
Sabethes atuam como vetores, onde primatas ndo humanos (PNH) participam como
hospedeiros, amplificando o virus durante a fase virémica (Brasil, 2017). Os mosquitos dos
géneros Haemagogus e Sabethes desenvolvem-se em ocos de arvores e internédios de
bambu, os adultos possuem habitos diurnos e abrigam-se preferencialmente no dossel
florestal, embora descam ao solo eventualmente. O periodo de chuvas é marcado pelo
aumento da abundéncia de individuos e, consequentemente de fémeas que praticam a
hematofagia (Brasil, 2017).

As espécies envolvidas na transmissdo do virus amarilico para PNH, na regido
Neotropical, sdo: Haemagogus (Haemagogus) janthinomys, Haemagogus (Haemagogus)
albomaculatus, Haemagogus (Haemagogus) spegazzinii, Haemagogus (Conopostegus)
leucocelaenus, Sabethes (Sabethoides) choropterus, Sabethes (Sabethoides) glaucodaemon e

Sabethes (Sabethes) albiprivus (Brasil, 2017). Embora ressaltem outras espécies como



potenciais vetores da FA, como: Aedes (Ochlerotatus) serratus, Aedes (Stegomyia)
albopictus, Aedes (Ochlerotatus) sacapularis e Psorophora (Janthinosoma) ferox, por terem
sido encontrados com naturalmente infectados pelo virus amarilico (CARDOSO et al., 2010;
MORENO et al., 2011; CUNHA et al., 2020).

O monitoramento das &reas de risco do ciclo de transmisséo silvestre visa a detec¢do
precoce da circulacdo viral, evitando dessa forma a ocorréncia de casos na populagdo
visitante e residente no entorno dessas areas, reduzindo as chances de dispersdo do virus pra

areas vulneraveis (Brasil, 2017).



3. TECNICAS DE COLETA

Existem varias técnicas de coleta para culicideos, tanto na forma alada como na
forma imatura e a variedade se justifica pelos diferentes objetivos pretendidos, assim o
conhecimento prévio sobre a morfologia, biologia e a ecologia das espécies que se deseja

coletar torna-se importante.

3.1. COLETA DE CULICIDEOS ADULTOS

Para a vigilancia entomoldgica de vetores da febre amarela silvestre recomenda-se a
utilizacdo de pucé associado ao aspirador de succ¢do oral tipo frasco (PORTO ALEGRE,
2009; SAO PAULO, 2010; BRASIL, 2017) na obtencdo de espécies que circulem ao nivel
do solo, e armadilhas CDCs com gelo seco na copa das arvores para captura de espécies que
circulem ao nivel da copa. O aspirador de Nasci também pode ser utilizado para a coleta de
mosquitos diurnos, sendo empregada em areas de mata e no intra, peri ou extra domicilio

(SAO PAULO, 2010).
3.1.1. Pucé ou rede entomologica

O pucé ou rede entomoldgica é um equipamento de coleta muito simples (FIGURA
1) munido de um cabo de PVC (1/5 polegada de diametro e 20 cm de comprimento) que
serve para empunhar o aro de arame rigido com aproximadamente 20 cm de diametro que
sustenta um saco afunilado com comprimento de 2 %2 a 3 vezes o didmetro da boca. O fundo
cego do saco (lado estreito do funil) deve formar uma concha com mesmo diametro do bocal
do aspirador entomoldgico para facilitar a retirada do mosquito capturado. O saco deve ser
confeccionado em tecido fino como o tule ou filé6 branco, de malha bem fina e material

sintético. A malha do tecido deve permitir a visualizagdo do mosquito e pouca resisténcia da



passagem do ar. Todas estas caracteristicas sdo de suma importancia para a capacidade do

puCA ao capturar mosquitos.

Figura 1. Puca entomolégico para a captura de
mosquitos  adultos. Imagens: Laboratério de
Identificacdo e Pesquisa em Fauna Sinantropica
(LABFAUNA/DVS/ COVISA/SMS/PMSP).

3.1.2. Aspirador de sucgéo oral

O aspirador de succéo oral tipo frasco, ou com frasco coletor, permite a troca de
recipiente quando repleto de insetos (FIGURA 2) e pode ser confeccionado utilizando-se
tubo de PET (Polietileno Tereftalato) tipo de polimero termoplastico, transparente com
tampa de rosca (FIGURA 3), recomenda-se utilizar a tampa de garrafa de refrigerante, pois
permite efetuar dois orificios por onde passam duas mangueiras de plastico, uma de 25 cm e
outra de 75 cm. Na mangueira menor ¢ fixada uma cornetinha de festa infantil (FIGURA 4)
para facilitar a coleta dos mosquitos, enquanto na mangueira maior, a extremidade do

interior do recipiente é fechada por uma pequena tela e a outra é utilizada para aspirar 0s
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mosquitos com a boca. As mangueiras sdo fixadas na tampa de refrigerante com o auxilio de
resina epoxi (Durepoxi). Uma alternativa € a utilizacéo de rolha de borracha, porém a tampa
de refrigerante acaba sendo mais acessivel. O aspirador com frasco coletor é utilizado para
remover o0 mosquito do fundo do puca entomoldgico e armazenar 0s exemplares & medida

que véao sendo coletados.

Figura 2. Aspirador de sucgéo oral. Imagens:
Laboratério de ldentificagdo e Pesquisa em
Fauna  Sinantrépica  (LABFAUNA/DVS/
COVISA/SMS/MSP).
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Figura 3. Tubo PET transparente com
tampa rosca. Imagem: Laboratério de
Identificacdo e Pesquisa em Fauna
Sinantrdpica (LABFAUNA/DVS/
COVISA/SMS/PMSP).

Figura 4. Cornetinha apito festa infantil. Imagem:
Laboratério de Identificacdo e Pesquisa em Fauna
Sinantrépica (LABFAUNA/DVS/ COVISA/SMS/PMSP).
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3.1.3. CDC - Armadilha luminosa

A CDC (Centers for Disease Control) é uma armadilha luminosa com dispositivos
para atragé@o e captura de insetos nas formas aladas e que apresentam fototropismo positivo
(FIGURA 5). E uma armadilha automatica com estrutura em forma de “chapéu” de aluminio
para protecdo contra a chuva e um corpo principal para a sustentacdo do motor onde sdo
conectadas uma hélice e uma lampada pequena de 6 watts. No corpo, fixado por um eldstico,
um tecido cilindrico transparente conecta-se, na outra extremidade, a um copo coletor. Séo
acionadas por uma bateria de 6 volts, onde os insetos, atraidos pela luz, sdo aspirados pela
movimentacdo da hélice e ficam contidos no saco ou pote coletor. A SUCEN recomenda
como atrativo o gelo seco, aproximadamente 250 gramas, porque a armadilha sera instalada

durante o dia e o gelo seco mimetiza a respiracdo de um vertebrado, na copa das arvores.

e
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cea gelo seco
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Figura 5. Armadilha CDC. Imagem:
Laboratério de Identificacdo e Pesquisa em
Fauna  Sinantrépica  (LABFAUNA/DVS/
COVISA/SMS/PMSP).
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3.1.4. Aspirador de Nasci

Trata-se de um instrumento formado por um cilindro de PVC revestido de aluminio,
com um saco de tecido transparente e elastico na borda para fixacéo, e uma hélice fixada a
um motor alimentado por uma bateria de 12 volts (FIGURA 6). Os mosquitos escondidos

em abrigos naturais ou em pleno voo séo aspirados mantendo-se presos no fundo do saco.

Cilindro de PVC revestido de aluml'nih‘corﬁmp'gqr

saco coletor de tecido

" bateriade 12 volts = a y

L ; » ‘

Figura 6. Aspirador de Nasci. Imagem: Laboratério de
Identificacdo e Pesquisa em Fauna Sinantropica
(LABFAUNA/DVS/ COVISA/SMS/PMSP).

3.2. COLETA DE CULICIDEOS IMATUROS

A coleta de formas imaturas é realizada com a instalacdo de armadilhas de bambu,
da espécie Dendrocalamus giganteus (Bambu gigante) (FIGURA 7), cortado a altura de 30
cm, acrescentado cerca de 700 ml de agua. Para a retirada da dgua dos bambus é utilizada
uma pisseta de succdo com mangueira de silicone flexivel (FIGURA 8).

E importante ressaltar que o bambu sofre um processo de decomposicdo de sua
polpa, deixando a agua com odor fétido e que inviabiliza a colonizagdo por culicideos, dessa
forma é importante uma preparacdo do bambu antes de ser instalado em campo. Recomenda-
se enché-lo com agua e ir trocando toda a semana durante aproximadamente 1 més até que

toda a polpa seja decomposta.
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Figura 7. Bambu - Dendrocalamus giganteus.

Imagem: Laboratério de ldentificagdo e Pesquisa em
Fauna Sinantropica (LABFAUNA/DVS/

COVISA/SMS/PMSP).

A pisseta de succdo é um instrumento, com capacidade volumétrica de 500 ml,
adaptado com uma mangueira de silicone de aproximadamente 70 cm que serve para a
retirada da agua do bambu. Para o armazenamento das larvas retiradas do bambu serd

utilizado um frasco coletor com capacidade volumétrica de 100 ml (Figura 8).

| Pisseta de sUgéo

Mangueira
500 ml

de silicone

Frasco coletor
100 ml

Figura 8. Pisseta de succdo e frasco coletor.
Imagem: Laboratério de Identificacdo e Pesquisa
em Fauna Sinantropica (LABFAUNA/DVS/

COVISA/SMS/PMSP).
15



4. PROCEDIMENTOS DE COLETA

4.1. MONITORAMENTO ENTOMOLOGICO

O monitoramento entomolégico é uma acdo de carater ativo, essas agdes se baseiam
no monitoramento de areas estratégias (sentinelas e vulnerdveis/receptivas) com o intuito de
acompanhar espacial e temporalmente popula¢Ges de culicideos potencialmente vetores,
detectar precocemente a circulagdo viral e definir &reas com potencial de transmissdo
(receptivas), nas quais serdo desencadeadas medidas preventivas.

Para a escolha das areas de monitoramento € levado em consideracdo caracteristicas
fisiogréficas propicias a proliferagdo dos vetores, além da presenca de primatas nao
humanos (PNH).

Recomenda-se um monitoramento quinzenal, prazo adequado para o0
desenvolvimento das fases imaturas e logistica das outras atividades do laboratério.

Apos vistoria prévia no local de coleta, sdo tracados roteiros para coletas por busca
ativa com a utilizacdo de puca e instalacdo da CDC, denominado estacdo de coleta.

Uma ficha de campo sera utilizada para registrar os dados referentes a coleta
(ANEXO A), que deve ser preenchida corretamente e de preferéncia a lapis para prevenir a
perda de informacdes caso a tinta da caneta manche o papel ao molhar.

As condi¢es climaticas devem ser consultadas antes do planejamento da coleta, pois
em condicBes adversas como chuva, vento muito forte e/ou temperaturas médias de 16°C ou
abaixo, as coletas ndo devem ser agendadas, para evitar que sejam inviabilizadas.

As coletas devem ocorrer no periodo diurno, por pelo menos quatro horas, das 10:00
as 14:00 horas. Deve-se levar em consideracdo o horario de entrada dos funcionarios e o
tempo de deslocamento até o local, além do horario de atividade dos mosquitos, uma vez

que foi observado, nas coletas no PEC, que a maior abundancia dos vetores ocorre a partir
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das 10h30min. As coletas devem ser realizadas em duplas, que devem seguir uma ou mais
trajetorias diferentes de acordo com a area pesquisada.

Avaliando as condicdes da presenca de Culicideos, de vegetacao, e de vento no local
faz-se a captura de adultos alados com puca por 15 minutos, neste momento também deve
fazer a leitura das temperaturas maxima e minima e umidade relativa do ar. Para estabelecer
outro ponto de captura faz-se uma caminhada de cerca de 5 minutos distanciando-se do
ponto de captura anterior. Os exemplares devem ser coletados com muito cuidado para que
ndo sejam danificados, finalidade de se utilizar o puca entomoldgico com adaptagdes
especificas € obter exemplares preservados, para uma precisa identificacéo.

A captura se da ao ensacar o inseto em pleno voo, num movimento continuo e seguro
deve-se girar o0 aro do puca para que 0 saco se enrole ao seu entorno de modo a prender o
mosquito no fundo do saco.

Os mosquitos capturados por pucas sdo armazenados em tubo coletor e devem ser
trocados de hora em hora. A segunda, terceira e quarta hora subsequente sdo estabelecidas
na mesma rota ou em rotas diferentes no mesmo local de coleta de acordo com os roteiros
planejados previamente.

Em cada area selecionada para as coletas deve-se instalar uma armadilha CDC com
gelo seco (FIGURA 9) na copa das arvores que ficardo funcionando durante todo o periodo
de coleta com puca. O ponto de instalacdo da CDC deve ser georreferenciado com o auxilio

de GPS.
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Figura 9. Armadilha CDC com gelo seco
instalada na copa da éarvore.  Imagem:
Laboratério de Identificacdo e Pesquisa em
Fauna Sinantrépica (LABFAUNA/DVS/
COVISA/SMS/PMSP).

Nos tubos e potes coletores das CDCs serdo coladas etiquetas (ANEXO B e C) com
informacdes da coleta.

A instalacéo das armadilhas de Bambu é feita no periodo diurno. Estas ficam presas
por cordas em arvores, em altura de até 1,5 m do solo (FIGURA 10). Os pontos escolhidos
para a instalagdo dos bambus devem ser georreferenciados com auxilio de GPS e marcados

com a identificacdo do LABFAUNA (ANEXO D).
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Figura 10. Armadilha de Bambu instalada a 1,5
m do solo. |Imagem: Laboratério de
Identificacdo e Pesquisa em Fauna Sinantropica
(LABFAUNA/DVS/ COVISA/SMS/PMSP).

Nas armadilhas de Bambu sdo colocadas cerca de 700 ml de agua antes da
instalacdo. Considerando o desenvolvimento da espécie Haemagogus leucocelaenus, é ideal
que a retirada da agua das armadilhas seja realizada a cada sete dias, com o auxilio da
pisseta de succdo (FIGURA 11) e colocada em uma bacia pléstica de cor branca verificando-
se a presenca ou auséncia de imaturos de culicideos (FIGURA 12). Quando presentes esses
sdo retirados da bacia com uma pipeta e acondicionados no frasco coletor de 100 ml com a
agua do bambu e etiquetados com etiqueta (ANEXO E). No bambu recoloca-se parte da

agua da armadilha e completada com agua limpa.
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Figura 11. Armadilha de Bambu instalada a 1,5 m
do solo. Imagem: Laboratério de ldentificacdo e
Pesquisa em Fauna Sinantropica (LABFAUNA/
DVS/COVISA/SMS/PMSP).

Figura 12. Triagem dos imaturos em bacia
branca. Imagem: Laboratdrio de Identificacdo
e Pesquisa em Fauna  Sinantrdpica
(LABFAUNA/ DVS/COVISA/SMS/PMSP).
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4.2. INVESTIGACAO ENTOMOLOGICA

A investigacdo entomologica por sua vez € denominada acdo de carater passivo,
referindo as atividades desencadeadas por ocasido de notificacbes de casos humanos ou
epizootias em PNH suspeitos de FA, a partir das quais sdo desencadeadas medidas de
bloqueio de transmissdo. Nessa modalidade, sdo levantados dados que contribuem para
classificar os eventos notificados como descartados ou confirmados, a depender dos
resultados encontrados.

A investigacdo entomoldgica deve ser realizada com o Nucleo de Epidemiologia da
Divisdo de Vigilancia em Zoonoses (DVZ) e a Unidade de Vigilancia em Saude (UVIS) da
regiao.

As coletas de potenciais mosquitos vetores devem ser realizadas no endereco da
notificacdo de caso suspeito de PNH ou humanos. A ficha de campo (ANEXO A) também
deve ser preenchida. A captura em area de mata e em area rural é realizada das 09:00 as
16:00 horas com puca e aspirador de succdo oral;, nos habitas de intra e peridomicilio,
podera ser utilizado o aspirador de Nasci (FIGURA 13). A coleta devera ser realizada em
dois dias consecutivos. Em condicdes adversas como, por exemplo, chuvas, ventos muito
fortes e/ou temperaturas médias de 16°C ou abaixo, que inviabilizem a coleta, deve-se
repetir o procedimento. Quatro coletores em duplas devem seguir trajetorias distintas,
equidistantes aproximadamente 200 metros uma da outra. Recomenda-se que durante o
percurso os coletores facam a captura por 15 minutos e depois caminhem cerca de 5 minutos
até o outro ponto. Os tubos coletores do aspirador de succao oral devem ser trocados de hora
em hora. A etiqueta do ANEXO B deve ser utilizada para identificar os tubos do aspirador

de succéo oral e 0 saco do aspirador de Nasci.
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Figura 13. Coleta com aspirador de Nasci na
margem da mata. Imagem: Laboratério de
Identificacdo e Pesquisa em Fauna Sinantrdpica
(LABFAUNA/DVS/ COVISA/SMS/PMSP).

5. PROCEDIMENTOS DAS AMOSTRAS EM CAMPO

As amostras devem ser separadas de acordo com o objetivo da pesquisa.
5.1. LEVANTAMENTO DE ESPECIES

Quando o objetivo do monitoramento for apenas o levantamento de espécies 0s
mosquitos adultos devem ser enviados ao laboratdrio nos tubos coletores, potes coletores das
CDCs e saco do aspirador de Nasci, dependendo da técnica utilizada. As formas imaturas
serdo enviadas nos frascos de 100 ml. Todo o material coletado deve ser acondicionado em

caixa de isopor ( +/-3 litros) para ser transportado até o laboratorio.
5.2. PESQUISA DE ARBOVIRUS

Quando a intencdo for a pesquisa de arbovirus, os mosquitos adultos devem ser

sacrificados em gelo seco ou em nitrogénio liquido.
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5.2.1. Mosquitos no gelo seco

Para o sacrificio dos mosquitos com gelo seco, os tubos, potes e sacos coletores
devem ser colocados na caixa de isopor contendo gelo seco e aguardando alguns segundos
para que fiquem anestesiados. Os mosquitos devem ser rapidamente fracionados e
transferidos com auxilio de pingcas e funil para tubos criogénicos (FIGURA 14) ja
etiquetados com esparadrapo ou etiqueta envolta com papel durex (ANEXO B). Os tubos
criogénicos serdo colocados em meia de nylon (FIGURA 15) e colocados na caixa de isopor
com gelo seco que deve ser bem vedada com jornal, sendo que a tampa da caixa sera presa

com fita adesiva larga, para evitar a evaporacdo do gelo seco.

5.2.2. Mosquitos no nitrogénio liquido

O procedimento para o sacrificio no nitrogénio liquido é semelhante ao gelo seco,
onde os tubos, potes e sacos coletores devem ser colocados na boca do botijdo (FIGURA 16)
por alguns segundos e imediatamente transferidos da mesma forma explicada no item 5.2.1.
para 0s tubos criogénicos. Os tubos criogénicos também devem ser etiquetados e colocados
em meia de nylon, amarrados com barbante compridos (FIGURA 17) e preso & canula do
botijao. A rapidez destes procedimentos garante a preservacdo dos possiveis virus existentes.

O botijao de nitrogénio deve ser transportado amarrado, de forma extremamente
segura, na cacamba de uma caminhonete. Para o transporte, o botijdo é acondicionado em
uma caixa de madeira forrada e preenchida todos os espagos com papeldo que o envolve por

completo conferindo protegéo e estabilidade durante o trajeto (FIGURA 17).
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Figura 14. Fracionamento dos mosquitos em tubos
criogénicos com auxilio de um funil. Imagem: Laboratério de
Identificacio e Pesquisa em Fauna  Sinantropica
(LABFAUNA/DVS/ COVISA/SMS/PMSP).

Figura 15. Tubos criogénicos em meia de nylon. Imagem:
Laboratério de Identificacdo e Pesquisa em Fauna Sinantrépica
(LABFAUNA/DVS/ COVISA/SMS/PMSP).
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Figura 16. Insercéo do tubo criogénico na abertura do botijdo de
nitrogénio. Imagem: SUCEN (2010).

Figura 17. Amostras colocadas no interior do botijdo de
nitrogénio e como transportar 0 botijdo de nitrogénio.
Laboratério de Identificagdo e Pesquisa em Fauna
Sinantropica(LABFAUNA/DVS/ COVISA/SMS/PMSP).
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Quando ndo houver disponibilidade de gelo seco ou nitrogénio liquido em campo, 0s
mosquitos poderdo ser enviados vivos nos proprios frascos coletores e pugas,
acondicionados em caixa de isopor. No fundo da caixa deve ser colocado gelo reutilizavel
(gelox) coberto com uma toalha, o uso do gelox é significante para anestesiar os mosquitos,
evitando a perda de estruturas morfoldgicas fundamentais para a identificacdo taxonomica
que precede a pesquisa de virus.

E extremamente importante a logistica de equipe, de transporte, dos materiais e

equipamentos necessarios para a realiza¢éo do trabalho de campo.

6. MATERIAIS PARA A ATIVIDADE DE CAMPO
6.1. EQUIPAMENTO DE PROTECAO INDIVIDUAL (EPI)

Botas de couro cano longo

Capa de chuva

Chapéu/Boné

Luvas descartaveis

Luva de protecdo raspa de couro
Mascaras descartaveis
Mochila/Bolsa

Oculos de protecio

Protetor solar

V ¥V VvV VvV VY VY VY V V V

Uniforme Agente de Zoonoses (calca, camisa manga longa, colete, jaqueta)
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6.2. MATERIAIS PARA A CAPTURA

Alcool 70%

Apito

Armadilha CDC

Armadilha de Bambu
Aspirador de Nasci
Aspirador Manual tipo frasco

Bacia pléastica (500 ml)

Banquinhos dobraveis (tipo acampamento)

Barbante

Borracha

Baterias 6 e 12 volts

Botijdo de nitrogénio liquido
Caixa de ferramentas

Caixa de isopor (3 e 5 litros)
Caixa organizadora

Caderneta de campo

Caneta esferografica

Corda

Eléstico

Etiqueta

Estilete, canivete ou faca pequena
Esparadrapo

Etiqueta de identificacdo das amostras
Facdo com bainha

Ficha de campo
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Fita adesiva tipo durex 12 mm x50 m
Fita adesiva tipo durex 50 mm x100 m
Fita crepe 18 mm x50 m

Fita isolante

Frasco 100 ml

Funil de pléastico

Gelo seco

GPS

Kits de primeiros socorros
Lanterna

Léapis preto n® 2

Maquina fotografica

Meia de nylon

Mesa dobravel (tipo acampamento)
Papel de filtro

Papel higiénico

Papel toalha

Peneira

Pinca de ponta fina

Pincel pequeno de ponta fina
Pipeta Pasteur de plastico
Prancheta

Pote coletor para CDC

Puca aspirador de Nasci

Saco de lixo

Termdmetro
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Termo-higrometro
Tesoura

Tubos criogénicos
Tubos coletores
Pipeta

Pisseta de Succéo

Puca

7. RECOMENDACOES PARA AS ATIVIDADES DE CAMPO

YV V V V

Planejamento minucioso da atividade de campo.
Conhecimento prévio da bioecologia das espécies que se deseja coletar.

Solicitar autorizacdo prévia tanto nos parques como em areas particulares,
identificando-se e explicando os objetivos do trabalho.

Observar as condi¢des naturais e climaticas, tais como chuvas, alagamentos, ventos,
exposi¢do direta ao sol e locais de dificil acesso.

Meios de transporte adequado visando a seguranca individual e coletiva dos
membros participantes

A equipe deve estar imunizada contra febre amarela, raiva, tétano e hepatite B.
Separar e conferir todo o material um dia antes da coleta.
Carregar as baterias das armadilhas que serdo utilizadas um dia antes da coleta.

Utilizagdo de equipamentos de prote¢do individual (EPI): uniforme da instituicéo,
boné, botas de cano alto e protetor solar.

Jamais ir ao campo sozinho, as coletas deverdo ser realizadas com, no minimo, dois
individuos e sempre manter contato visual e/ou sonoro com o0s demais integrantes da
equipe.

Andar sempre por trilhas com calma, atengéo e seriedade.

Ficar atento a presenca de animais silvestres e pegconhentos.
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Quando possivel utilizar aparelhos de comunicagdo tais como: rédio comunicador,
telefone via satélite e GPS.

Informar previamente ao motorista o periodo total de permanéncia, em caso de locais
onde ndo ha comunicacao.

Seguir rigorosamente os procedimentos de coleta, triagem, armazenamento e envio
do material ao laboratério.

Preencher adequadamente a ficha de campo e etiquetas a lapis, para prevenir a perda
das informagGes em caso de chuva.

Levar comida e agua potavel, visto que as coletas diurnas sdo realizadas sem
interrupgao.

Acondicionar o lixo de forma adequada para ser descartado posteriormente em local
onde possa ser recolhido pelo servico de limpeza.

Executar o trabalho da melhor forma possivel, desempenhando as atribuicdes de
forma profissional, zelando pelo material e pela imagem da instituig&o.

Ao retornar do campo todo o material de coleta utilizado devera ser organizado no
armario da sala de apoio do laboratorio.
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8. PROCEDIMENTOS DAS AMOSTRAS EM LABORATORIO

Todo material coletado deve ser levado ao LABFAUNA onde serdo processados para

a identificacdo de espécies.
8.1. IDENTIFICACAO DA AMOSTRA DO LEVANTAMENTO DE FAUNA

Os mosquitos devem ser sacrificados em freezer comum e colocados em caixas e/ou
potes entomologicos preparados com naftalina cristalizada ou silica gel para a conservacao
dos espécimes, até posterior preparacdo, montagem e identificacdo. As caixas e/ou potes
devem estar etiquetados (ANEXO F) conforme as informacdes das fichas de coleta.

Os adultos serdo identificados utilizando-se 0 estereomicroscopio, podem ser
montados em alfinetes ou segurando-os delicadamente pela asa com auxilio de pinca
entomoldgica. Embora a técnica de puca seja direcionada a captura de fémeas, nas CDCs e
nos aspiradores de Nasci, exemplares machos podem ser capturados e algumas espécies
necessitam de montagem da genitalia para a identificacao.

Os exemplares adultos quando ndo montados em alfinetes entomoldgicos sdo
armazenados em tubo criogénico com naftalina, com no méaximo cinco exemplares da
mesma espécie em cada tubo, separados por sexo.

Os adultos montados sdo acondicionados em caixas entomoldgicas e 0s tubos
criogénicos em caixas para tubo criogénicos.

Para a identificacio das formas imaturas mortas pode-se utilizar o
estereomicroscopio ou microscopio optico. Para a identificagdo no estereomicroscopio deve-
se manter a amostra em placa de Petri, utilizando uma pingca entomoldgica ou pincel para o
manuseio da amostra. No microscépio dptico as larvas e/ou pupas sdo retiradas da placa com

um pincel e colocadas em uma lamina, mantendo-as Umidas em alcool 70% para
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identificacdo. Apds a identificagdo as formas imaturas separadas por local de coleta e
espécie sdo armazenadas em tubos criogénicos com alcool 70%. A etiqueta com os dados de
coleta e identificacdo da amostra deve ser feita com papel vegetal e colocada dentro do tubo
(ANEXO G). Os tubos criogénicos sdo armazenados em um frasco de vidro ou plastico
contendo alcool 70%.

Algumas formas imaturas podem ser preservadas vivas e criadas para a obtencéo do
adulto, apenas para fins de identificacdo, e as exuvias (da larva de 4° estadio e pupa) devem
ser montadas e guardadas associadas as respectivas formas adultas.

Para a identificacdo dos exemplares segue-se chaves dicotbmicas disponiveis na
literatura em livros e impressos guardados no armario do setor de Culicideos. Algumas
Revisdes especificas podem ser encontradas na pasta compartilhada, Culicideos/Revisdo, da
rede de computadores do laboratério, e acessada em qualquer computador por todos 0s
funcionarios.

Os resultados da identificacdo de adultos serdo anotados em ficha de laboratério de
adulto de culicideos (ANEXO H) e das formas imaturas na ficha de criacdo e laboratorio de
imaturos de culicideos (ANEXO ).

Todo o material identificado e tombado deve ser enviado para o setor de curadoria da

Colecdo de Fauna Sinantrépica do Municipio de Sdo Paulo.
8.2. IDENTIFICACAO PARA ISOLAMENTO DE ARBOVIRUS

Os mosquitos coletados para a pesquisa de arbovirus devem ser identificados em
mesa fria, ligada pelo menos uma hora antes do inicio da identificacdo para atingir a
temperatura adequada de - 20°C.

Os mosquitos recebidos vivos do campo devem ser identificados imediatamente ao
chegar no laboratério, quando ndo houver disponibilidade de serem armazenados em freezer
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- 70 °C ou botijdo de nitrogénio liquido, o mesmo devera ocorrer com 0S mMosquitos
sacrificados em gelo seco. A identificacdo também deve ser realizada em mesa fria.

J& 0s mosquitos transportados em nitrogénio liquido podem ser identificados
posteriormente.

A utilizacdo da mesa fria, com o congelamento dos exemplares € de extrema
importancia para preservar 0s virus que 0s mosquitos possam estar portando, dessa forma a
identificacdo taxonomica deve ser feita com certa rapidez.

Os mosquitos de uma mesma coleta sdo separados por espécie e sdo divididos em
pools de até 50 exemplares acondicionados em tubos criogénicos, devidamente
identificados, e armazenados em nitrogénio liquido ou freezer -70°C até o envio ao
laboratério de satde publica de referéncia, Instituto Adolfo Lutz (IAL), para isolamento de
arbovirus. As amostras sdo entregues ao IAL junto com um termo de transferéncia de

amostras (ANEXO J).

8.3. CRIACAO DE CULICIDEOS PARA FINS DE IDENTIFICACAO

As formas imaturas séo retiradas dos frascos coletores e colocadas em uma bacia de
plastico branca (500 ml). Com o auxilio de uma pipeta Pasteur as formas imaturas sdo
separadas uma a uma em copos plasticos de 50 ml contendo &gua limpa. Os copos séo
identificados com uma etiqueta contendo as informacgdes da coleta (ANEXO K). Os dados
da triagem e separacdo dos imaturos sdo anotados na ficha de criagdo e laboratério de
imaturos de culicideos (ANEXO 1).

As pupas séo cobertas com um copo cortado no fundo e fixado a um pano de tule.
Estas amostras sdo colocadas em uma placa de Petri e depositadas em uma incubadora BOD

onde se realiza a criacdo. Durante o processo da criacao, as larvas sdo alimentadas a cada 36
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horas com pequena quantidade de racdo de peixe triturada. Trocar a agua a cada 36 horas ou
conforme a necessidade. Monitorar a temperatura (26 °C) e umidade (60 %) da incubadora
BOD.

Todas as larvas mortas ou criadas, a pupa e a adulto sdo anotadas na ficha de
imaturos (ANEXO 1). Os adultos ap6s eclodirem sdo sacrificados com acetato de etila.

As exulvias de larvas L4 e extvias de pupa sdo armazenadas em tubos criogénicos
contendo alcool 80% para posterior montagem e identificacdo. Os tubos criogénicos séo
etiquetados com dados da etiqueta do ANEXO K. Os adultos eclodidos sdo armazenados até
a montagem em caixas entomoldgicas contendo as mesmas informacdes do tubo criogénico.
Importante guardar o tubo criogénico contendo as exdvias presos com um elastico a caixa
entomoldgica contendo o adulto, para que ndo se perca a associagdo entre as fases. Apds esta

etapa serdo montados e identificados.

8.4. TECNICAS DE PREPARO E MONTAGEM DE CULICIDEOS

8.4.1 - Montagem de Adultos

Os espécimes adultos sdo conservados secos, montados em alfinetes entomologicos
de aco inoxidavel. Em geral, sdo colados com esmalte incolor, no vértice de pequenos
triangulos de cartolina, cuja base é transfixada por alfinete entomolégico n.2 ou 3. Sugere-se
mover o triangulo para o topo do alfinete com o auxilio de pinca. A ponta do triangulo é
entdo passada sobre o bastdo pincel do esmalte transparente para que fique com pequena
quantidade de adesivo. Mantendo-se o adulto deitado sobre a mesa ou outra superficie, de
pouco atrito, pressiona-se a ponta do triangulo contra a pleura direita. As patas do espécime

devem ficar voltadas para a base do triangulo. O triangulo é delicadamente mantido contra o
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espécime por 3 a 5 segundos e em seguida colocado na metade do comprimento do alfinete
(FIGURA 18). Todo cuidado deve ser tomado para que o especime ndo seja danificado.

Depois de montados, 0os mosquitos sdo rotulados indicando a procedéncia e a
identificacdo, com duas etiquetas (1,5 x 1,0 cm) respectivamente, que devem ser
posicionadas equidistantes e de maneira a facilitar a leitura (ANEXO L). Para que as
etiquetas sejam colocadas equidistantes no alfinete é utilizado um bloco de montagem
(FIGURA 19). As etiquetas devem ser confeccionadas com papel de boa qualidade para
garantir sua durabilidade bem como a legibilidade dos dados.

E, finalmente sdo guardados em caixas entomoldgicas (FIGURA 20), cujo fundo, é
forrado por camada de substéncia facilmente perfuravel (ndo usar isopor). Deve-se sempre
colocar naftalina para afastar psocideos, &caros e bolores.

Os exemplares adultos quando ndo montados em alfinetes entomolégicos séo
armazenados em tubo criogénico com naftalina (FIGURA 21) com no méaximo cinco
exemplares da mesma espécie em cada tubo, separados por sexo e etiquetados com etiquetas
autoadesivas com as mesmas informagdes do ANEXO L. As amostras sdo guardadas em

caixas porta tubos criogénicos identificadas por local de coleta (FIGURA 22).
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Montagem de Culicideo adulto em alfinete entomoldgico
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Figura 18. llustracdo adaptada da apostila de montagem de adultos de Culicideo em
alfinete entomoldgico. Imagem: Daniel Corugedo Flores/Marcia Bicudo de Paula,

FSP/USP.
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Figura 19. Bloco de montagem de insetos. Imagem: Laboratério
de Identificagdo e Pesquisa em Fauna Sinantropica.
(LABFAUNA/ DVS/COVISA/SMS/PMSP).

Figura 20. Caixa entomoldgica para armazenamento dos
culicideos montados em alfinetes. Imagem: Laboratorio de
Identificacio e Pesquisa em Fauna Sinantrdpica.

(LABFAUNA/ DVS/COVISA/SMS/PMSP).
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Figura 21. Culicideos armazenados
em tubo criogénico. Imagem:
Laboratério de Identificacdo e
Pesquisa em Fauna Sinantropica.
(LABFAUNA/
DVS/COVISA/SMS/PMSP).

Figura 22. Caixa porta tubo criogénico. Imagem:
Laboratorio de ldentificagdo e Pesquisa em Fauna
Sinantrdpica.

(LABFAUNA/ DVS/COVISA/SMS/PMSP).
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8.4.2. Preparo e Montagem de Genitalias

Com auxilio de pinga entomoldgica e/ou tesouras “Vannas”, cortar a genitalia na
altura do segmento abdominal VII. A ponta da pinca e/ ou tesoura devem ser molhadas em
alcool 70% para evitar que a genitélia se perca durante o processo de corte.

Distribuir as genitalias em placa de toque de porcelana por local e data de coleta
(FIGURA 22). N&o colocar mais de 1 exemplar por poco, por exemplo: uma amostra com
10 exemplares deve ser distribuida em 10 pocos identificados no rascunho de bancada
(ANEXO M). Na capela de exaustdo, com auxilio de pipeta Pasteur de vidro, seguir a
sequéncia abaixo:

> Clarificacdo: colocar a genitalia em banho de potassa (Hidréxido de potéassio) 20%
por 12 horas, verificando o grau de clarificagdo ao menos uma vez ao dia;

> Lavagem: retirar toda a potassa e colocar alcool acético 20% por 10 minutos;

» Coloragdo: substituir o &lcool acético 20% por outro, adicionando a este 1 a 2 gotas
de corante de fucsina &cida (corante) por 10 minutos;

» Desidratacdo: retirar todo o alcool acético e iniciar a sequéncia alcodlica de 80%,

90%, 95% e alcool absoluto por, no minimo, 10 minutos em cada alcool diluido;

» Conservacado: apoés a retirada do alcool absoluto, mergulhar Eugenol (6leo de cravo)

nos espécimes por no minimo 1 hora para posterior montagem.

A montagem de genitalias dos exemplares machos é feita em meio conservante de
resina natural ou sintética (Balsamo do Canada) entre lamina e 1/4 de laminula, utilizando-
se um exemplar por lamina. Com uma pipeta tipo Pasteur retirar a genitalia do pogo da placa
de toque com uma gota de eugenol. Proceder a dissec¢des que forem necessarias para cada

grupo de mosquito (FIGURAS 23 a 25). Retirar o excesso de eugenol e pingar uma pequena
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gota de Balsamo do Canad& na ldmina em quantidade suficiente para que o exemplar a ser

montado fique totalmente mergulhado nesse meio.

Ap06s a montagem, etiquetar a lamina conforme informacdes do ANEXO N, quando
a genitalia estiver associada ao exemplar adulto, deve- se anotar na lamina o nimero de
tombo do adulto também. Em seguida, a lamina de ser colocada a em uma placa de Petri ou
em bandeja e leva-lo a estufa a 37°C para secagem por no minimo sete dias, acrescentar
mais uma gota de Balsamo do Canada e cobrir o espécime com 1/4 de laminula. O tempo de
secagem ¢ de, no minimo 20 dias, quanto maior o periodo de secagem, melhor a condicéo da

lamina para armazenamento.

Figura 22. Placa de toque de porcelana utilizada para
0 preparo de genitalias e exuvias de -culicideos.
Imagem: Laboratério de Identificagdo e Pesquisa em
Fauna Sinantrépica
(LABFAUNA/DVS/COVISA/SMS/PMSP).

40



Montagem em lamina das genitalias masculinas
de culicideos na maioria dos Géneros
(cada um com sua particularidade)

(Exceto Culex)
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Figura 23. llustracdo adaptada da apostila de montagem de
genitalia masculinas para os Géneros de culicideos, exceto

para 0 género Culex. Imagem: Marcia Bicudo de Paula,
FSP/USP.
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MONTAGEM EM LAMINA DE GENITALIA DE Culex (Culex)

Figura 24. llustracdo adaptada da apostila de
montagem de genitalia masculina do género Culex,
subgénero Culex. Imagem: Marcia Bicudo de Paula,
FSP/USP.
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MONTAGEM EM LAMINA DE GENITALIA DE

Culex (Melanoconion ) e Culex (Microculex)

7 \

Figura 25. llustracdo adaptada da apostila de montagem de
genitdlia masculina do género Culex, subgéneros
Melanoconion e Microculex. Imagem: Marcia Bicudo de
Paula, FSP/USP.
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8.4.3. Preparo e Montagem de Exuvias de Larvas e Pupas

As exuvias das larvas L4 provenientes da criacdo em laboratdrio sdo acondicionadas
em tubos criogénicos preservadas em alcool 70%. O numero de identificacdo do espécime
durante o processo de estiramento da larva deve ser associando aos seus respectivos adultos
(as peles associadas a adultos errados sao indteis).

O rascunho de bancada (ANEXO M) deve ser utilizado para anotar as informagdes
de coleta das amostras.

As transferéncias das peles devem ser feitas com o auxilio de pipetas com a ponta
larga ou estiletes apropriados. Todo cuidado deve ser tomado para ndo cortar, ou danificar as
exavias.

Os proximos passos servem para remover agua do espécime e devem ser realizados

na capela de exaustdo. A &gua é incompativel com meios de montagem permanente.

» Com o auxilio de pipeta de ponta larga, retirar as extvias dos tubos criogénicos para
a placa de toque.

> Retirar todo o alcool 80% com pipeta de Pasteur. Colocar alcool 90%; deixar por 10
minutos.

» Retirar o0 alcool 90% e colocar o alcool 95%; deixar 10 minutos.

» Retirar 0 alcool 95% e colocar alcool etilico absoluto; deixar 10 minutos.

» Retirar o alcool absoluto e colocar novamente alcool etilico absoluto; deixar no
banho por 10 minutos.

» Remover o alcool absoluto e colocar eugenol até a montagem.

Transferir a exdvia da larva, com uma gota de eugenol, para a regido a esquerda do
centro da lamina (a pele da pupa serd montada a direita do centro). Atencdo para ndo deixar

as peles secarem no processo de desidratacdo dos alcoois.
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% Montagem de exuvias de larvas

A exuvia larval deve ser montada com a superficie dorsal para cima, e a cabeca mais
distante do montador. As partes bucais s&o montadas para baixo (posi¢éo ventral). A pele
deve ficar estirada e ndo enrolada. Se enrolada, ela deve ser adequadamente posicionada
sobre a lamina, por meio de delicados toques com 0s micros estiletes. Isto deve ser feito
antes de se posicionar as cerdas. Todas as cerdas laterais devem ser esticadas de modo a
formarem angulos de 90° (se possivel) com o corpo, ficando com os ramos esticados. O
sifdo e 0 segmento X devem ser afastados um do outro, ficando o primeiro a direita e o
segundo a esquerda. O segmento X deve ser mantido em vista lateral para que a escova
ventral seja visivel. As branquias devem ser arranjadas de modo a se tornarem visiveis. Os

ramos das cerdas da escova ventral devem ser estirados tanto quanto possivel (FIGURA 26).

% Montagem de exavias de pupas

A exuvia da pupa deve ser colocada a direita da exudvia da larva L4. Com a pele em
posicao lateral, separar o cefalotérax do metanoto/abdémen. O abdémen deve ser montado
com o lado dorsal para cima e as cerdas flutuadoras devem ser arranjadas de modo a
formarem angulo reto com a linha média longitudinal. O cefalotérax rompido durante a
emergéncia, esta conectado no lado dorsal, por curta secdo no extremo posterior da cumeeira
dorsal mediana, e entre as caixas das pernas. Para montar o cefalotorax, estas conexdes
devem ser quebradas. Uma vez feito isso, o cefalotérax é separado de modo que o0 que estava
interno na exuvia agora encontra-se deitado contra a lamina. Nesta posicdo, a area ventral

sera medial, e a cumeeira dorsal mediana sera lateral (FIGURA 26).

Neste momento o excesso de eugenol deve ser retirado com pequenos rolinhos de

papel de filtro. Utilize pinca para segurar os rolinhos. A lamina deve ser etiquetada como o
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modelo das etiquetas utilizadas para as laminas de genitalia (ANEXO N), lembrando que
quando houver o adulto associado as exdvias deve-se anotar também o seu ndmero de
tombo.

Uma pequena quantidade de Balsamo do Canadé, bem fino, é agora aplicado sobre as
exuvias, e deixado para secar por uma noite. As ldminas devem ser mantidas cobertas para
prevenir acumulo de poeira no meio de montagem.

ApoGs periodo de secagem preliminar, as laminulas podem ser colocadas, havendo
pouca chance de as exuvias sairem de posicdo. Cada pessoa tem sua prépria maneira de
colocar as laminulas, contudo, pode-se diminuir o nimero de bolhas de ar presas sob a
laminula fazendo se o seguinte: segurar a laminula com uma pinca, aplicar pequena gota do
Bélsamo do Canada no lado superior da laminula e 2 ou 3 gotas na exuvia. Trabalhar
rapidamente para evitar que o Balsamo do Canada, agora colocado sobre o espécime,
amoleca o que ja estava la. Vire a laminula colocando-a sobre o espécime montado. A
lamina deve ser mantida sobre superficie horizontal, e seca em estufa (50-55°C) por cerca de
30 dias. Pequenas bolhas de ar serdo dissipadas durante o processo de secagem.

Apb6s a secagem todas as laminas tanto de genitdlias como de exivias séo
armazenadas em porta laminas (FIGURA 27) identificados por local de coleta e enviados

para o setor de curadoria da colecdo do laboratério.
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Montagem em lamina de exuvia de larva (L4) e pupa

Foto: Forattini O.P. Culicidologia Médica. EDUSP, 1996. vol. 1.

O

Figura 26. llustracdo adaptada da apostila de montagem
de exuvias de Larva (L4) e Pupa de culicideos. Imagem:
Marcia Bicudo de Paula, FSP/USP.
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Figura 27. Porta laminas para armazenamento das
laminas de genitadlias masculinas e exdvias de
culicideos. Imagem: Laboratorio de Identificacdo e
Pesquisa em Fauna Sinantropica. (LABFAUNA/
DVS/COVISA/SMS/PMSP).

8.4.4. Preparo e Montagem de Larvas e Pupas Inteiras

As larvas e pupas podem ser também montadas inteiras, mas, por possuirem um
volume maior necessitam de maior tempo de preparo.

O preparo deve ser feito em capela de exaustdo, onde as larvas e/ou pupas sdo
retiradas dos tubos criogénicos com auxilio de uma pipeta de ponta larga, e colocadas em
placa de toque, o rascunho de bancada do ANEXO M é utilizado para anotar informagdes
sobre a amostra.

Os préximos passos devem ser seguidos:

» Colocar a larva inteira em alcool etilico 80%. Deixar por 15 minutos.

» Retirar o alcool com pipeta e colocar &lcool 90%. Deixar por 15 minutos.
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» Remover o segundo banho de éalcool e colocar alcool 95%. Deixar por 15 minutos
» Remover o terceiro banho de é&lcool e colocar alcool absoluto. Deixar por 15 minutos
» Remover o é&lcool absoluto e colocar eugenol, permanecendo até a montagem.

As larvas inteiras devem ser montadas na posi¢éo padrdo, ou seja, com a cabeca para
cima, quando examinada ao estereomicroscéopio. O espécime € colocado no centro da lamina
com o lado dorsal para cima e cortado entre 0 sexto e o sétimo segmento abdominal. Como
as cerdas estdo situadas muito proximas a membrana intersegmental, todo cuidado deve ser
tomado para ndo as danificar. Os seguimentos terminais s&o mantidos logo abaixo do
restante da larva, com o sifdo a direita e 0 segmento X a esquerda. Arrumar todas as cerdas
laterais de modo a formarem angulo de 90° com a linha média longitudinal e estirar todas as
outras cerdas. Deve-se montar apenas um espécime por lamina etiquetada com as
informacdes da amostra (ANEXO N).

Os espécimes devem ser cobertos com meio de montagem (Bélsamo do Canadd) com
viscosidade média. A lamina deve ser colocada em uma placa de Petri com tampa para evitar
poeira e deve ser levada a estufa para secagem durante 24 horas antes de colocar a laminula.

Apos a secagem deve ser coberta com laminula e durante o més de secagem pode-se
adicionar mais Balsamo do Canada, no caso de aparecer vacuolos.

Para a montagem da pupa € necessario separar o cefalotérax do abdémen-metanoto,
como é feito com a exuvia pupal. Colocar o cefalotérax no centro da lamina, posicionando-o
de modo que a cumeeira dorsal mediana fique a direita. Coloque o abdémen logo abaixo,

com o lado dorsal para cima. Em seguida, proceder como a montagem das larvas.
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8.5. BANCO DE DADOS

As fichas de laboratério serdo arquivadas em pasta AZ, identificadas por local de
coleta, posteriormente devem ser digitadas no Sistema de Gerenciamento da Atividade de
Vigilancia de Culicideos e Flebotomineos nos Parques da Cidade de S&o Paulo (banco de
dados Parques). Ao final de um ano de coleta elabora-se um relatdrio seguindo o formulario
padrdo do laboratério (ANEXO O) para ser enviado aos administradores das &reas
trabalhadas.

A mesma ficha de laboratério (ANEXO H) sera utilizada para anotar os resultados
provenientes das investigacdes entomoldgicas, porém a digitacdo sera feita no Sistema de
Gerenciamento do Servico de Identificacdo da Fauna Sinantrdpica (banco de dados SINAN).
Em seguida, é gerado um relatério, onde também se deve seguir um formuléario padréo
(ANEXO P), que serd encaminhado ao coordenador do LABFAUNA e aos outros setores

envolvidos na investigacéo.

9. MATERIAIS PARA AS ATIVIDADES DE LABORATORIO
9.1. EQUIPAMENTO DE PROTECAO INDIVIDUAL (EPI)

» Luvas de procedimento
> Jaleco
» Mascaras descartaveis

> Oculos de protecio
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9.2. MATERIAIS PARA A IDENTIFICACAO

Agua destilada
Alcool acético
Alcool etilico absoluto

Alcool etilico 70%, 80%, 90% e 95%
Alfinete entomoldgico

Algodéo hidrofilo

Bandeja

Caixa entomoldgica

Capela de exaustao

Copo de Plastico de 50 e 200 ml
Capela de exaustao

Cortador de triangulo de cartolina
Detergente neutro

Esmalte incolor

>

>

>

>

>

>

>

>

>

>

>

>

>

>

» Estereomicroscopio

» Estilete

» Estilete com ponta tipo bola
» Estufa

» Etiqueta

» Eugenol

» Freezer -70°C

» Fucsina &cida

» Hidroxido de potéssio (potassa)
» Incubadora BOD
» Léamina de vidro
» Laminula

» Luvas de procedimento
» Mascara descartavel
>

Microcomputador com acesso ao banco de dados do Sinan e dos Parques



V V V V V V V V V V V V V VYV VYV VYV V V

Microagulhas de disseccédo
Microscopio optico
Naftaleno cristal

Papel canson

Papel de filtro

Pasta AZ

Pinca entomolodgica
Pipeta Pasteur de vidro
Placa de Petri

Placa de toque

Pincel

Porta lamina

Porta tubo criogénico
Racdo de peixe

Silica gel

Tesoura entomoldgica (Vannas)

Tubo criogénico

Tridngulos de cartolina
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10. RECOMENDACOES PARA AS ATIVIDADES DE LABORATORIO

» Utilizar os EPIs (jaleco, luvas de procedimento e mascara) para a realizacao de todos
os procedimentos realizados no setor de culicideos (triagem, preparagdo, montagem
e identificacdo dos espécimes).

» Utilizar sapatos fechados e cabelo preso.

» Higienizar as méos antes e depois das atividades realizadas.

» A conservagdo dos EPIs em local adequado (sem umidade, com boa ventilagdo etc.)
é fator primordial para uma correta utilizacdo e durabilidade dos mesmaos.

» Estiletes e pingas sdo instrumentos com pontas delicadas; assim, sua utilizacdo deve
ser feita com muita habilidade e sutileza. Por serem instrumentos pontiagudos,
devem ser manuseados sobre a bancada para evitar acidentes.

» Frascos para acondicionar solugdes devem ser bem fechados e/ou vedados, para que
ndo ocorra evaporacdo de algum componente; eles devem conter uma etiqueta
informando o nome da solugéo, a data de preparacdo e o vencimento da mesma. A
utilizacdo dessas medidas torna-se necessarias para 0 bom e adequado uso das
solucdes.

» Manter as bancadas e equipamentos limpos e organizados apo6s a utilizacao.
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11. ANEXOS

Todos os anexos devem ser salvos na pasta compartilnada, Culicideos/Fichas,
Etiquetas e Procedimentos, na rede de computadores do laboratorio, podendo ser acessados

em qualquer computador por todos os funcionarios.

ANEXO A. FICHA DE CAMPO PARA INVESTIGACAO ENTOMOLOGICA DE
CULICIDEOS

Ficha de Campo para Investigacio Entomologica de Culicideos F.C.:

Moetive da captura

Rotina LabFauna

Levantamentode Fauna D Trenamento D Outro:

¥ onitor amento I:I Pesquisa cientifica |:|

Investigacio de Casos Notificados

Caso humano - suspeito de FA D Caso humane suspeito de oufra arboviross

E pizootia em PNH - suspeite de FA |:| Outra epizootia. Ammal Arbovirose susp.

N° da notificagdo do evento (SINAN) que mofivou a investigagio entomologica N

Localizacio
Local de colsta
Enderego: Bairro:
E stagio de coleta:
Local Zona
1- Extra 2- Peri 3- Intmdomicilio D 1- Utbana 2- Periurbana 3- Rural 4- Silvestre D
Coordenadas: Latitude Longitnde
Captura

Data da coleta Horario inicial Horario final
Térenicas Adultos D Pugd +aspirador |:| Barmca de Shannon

[ ] coccora [ ] Aspirador de Nasci

[ ] cocsoo [ ] Aspirador mamual elétrico

Outras:

Técnicas Imaturos D Concha Recipientss naturais, artificiais e/ou instalados

D Pipeta Especificar:

D Pizzeta da sucgio

Dados Climaticos
Temperatora Imc1al  Temperatura final Umidade micial Umidade final
Ceu D 1- Limpo 2- Encoberto Vento D 1- Fraco 2- Forte 3- Nule
3- Parciaimente encoberto 4- Chuva

Coletores:
Ohservacdes:
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ANEXO B. ETIQUETA PARA SACO DO ASPIRADOR DE NASCI, TUBOS
COLETORES E TUBOS CRIOGENICOS

Local
Estacéo de coleta
Data - Horario da coleta
2,5cm Técnica
Ndmero da amostra
Mosquitos/arbovirus
« >

5cm

l

Parque Anhanguera
Trlha da Bica
01/03/20 —10:00 — 14:00 h
Puca
Amostra 01
Mosqguitos/arbovirus

ANEXO C. ETIQUETA PARA POTE COLETOR DA CDC

A

Local: Inicio  :

Est.de coleta: Fim .
2,5cm Data [/ [/ CDC COPA —

T Max: T Min: URA:

v
-+ >
10,6 cm
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ANEXO D. ETIQUETA PARA A MARCACAO DAS ESTACOES DE COLETA

Estacao de Coleta

10 cm

PMSP /SMS ICOVISA /DVZ
r—————

A
v

10 cm

ANEXO E. ETIQUETA PARA OS FRASCOS DAS FORMAS IMATURAS

Local
Estacdo de coleta
2,5¢cm Data da coleta

Técnica
Nome do coletor
Imaturos

5cm



ANEXO F. ETIQUETA PARA POTE ENTOMOLOGICO

Local de coleta:

Estacéo de coleta:

didmetro 4 cm

ANEXO G. ETIQUETA PARA TUBO CRIOGENICO CONTENDO AS FORMAS
IMATURAS

Local

Estacdo de coleta Técmica
Data da coleta

3,0 cm N* Tombe Larvas efou pupas
Quantidade /Téxon

Nome do determinador

-l
-

Y

2.0cm

I

Parque Anhanguera

Trilha da Bica Bambu Solo
01/03/2020

T. 5237

5 larvas He lecocelsems
Clara M. 1.




ANEXO H. FICHA DE LABORATORIO DE CULICIDEOS ADULTOS

Ficha de Laboratdrio de Culicideos Adultos

Local de Coleta: Pargue Anhanguera

Data de Coleta: 01032020

F.L.: [n2 do banco de dadas)

F.L.: {n2 do banco de dados)

F.C: (ne do banco de dadas)

F.C: (n2 do banco de dados)
Estacdo de Coleta: Trilha da Bics

Estacdo de Coleta: Trilha da Bics

Técnica: Pucd Técnica: CDC COPA
Hordrio: 10:00 — 11:00 Hordrio: 10:00 — 14:00
fumbn | Tumsu 212 Unidade Taxendmica furiss "-':"" ] Unidade Taxendmica
3242 1 | Aedes scopuiariz 3243 1 | Wyeomyia confusa
F.C: F.L.: F.C: F.L:
Estagao de Coleta: Estagao de Coleta:
Técnica: Técnica:
Hordrio: Hordrio:
Tomba | Tomboe | 2 g Unidade Taxondmica Tumbe '”;"“ A2 Unidade Taxondmica
F.C: F.L.: F.C: F.L:
Estacdo de Coleta: Estacdo de Coleta:
Tecnica: Técnica:
Hordrio: Hordrio:
Tomsu | Tumsn N =] Género e ou Espécie Tumbe '”;"“ A2 Género e ou Espécie
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ANEXO |I.
IMATUROS

FICHA DE

CRIACAO E LABORATORIO DE

Ficha de Criag3o e Laboratorio de Culicideos Imaturos

Local de Coleta:

Pargue Anhanguers

Data de Coleta: 01/03/20

Estagao de Coleta: Trilha da Bica

F.C.: {n? banco de dados)

F.L: [n? banco de dados)

Técnica: Bambu Solo

Perioda: 15/02/20— 01/03/20

ATisatrs L Laras Duts [T raba Tombn Terbn - A s
l“:: Papa Ix larva s Fup Laiwimn Mucho Fdrmea Unldal:lE Taxﬂnumlta
Moy
1 larea 0403 | 0OB/D3 | 3401 3403 | Hoemogogus lewcocelgenus
2 pupa 05/03 | 3404 | 3405 Hoemagogus leucocelgenys
Estacdo de Coleta: F.C.: [n& banco de dados) F.L.: (n2 banco de dados)
Técnica:
Periodo:
ATisaTs = [ Duta Dts Terba ) Terbn - A
'u:: Pupa = larva Iz Fupa Laimisi Mucko Fdrmea Unldal:lE Taxﬂnumlta
Worts

CULICIDEOS
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ANEXO J. MODELO PADRAO TERMO DE TRANSFERENCIA DE AMOSTRAS

LOGO FEEFEITURA, SMS, COVISA

Sio Paulo, <dd>» de <mmmm> de <aaaa>.

TERMO DE TRANSFERENCIA DE MATERIAL n? <Z*+> COVISA/DVZ/<aaaa>

A
<Instituicio de destino da remessa=
<Endereco de desting da remessa>

<Texto descritive do contedde da remessa, informando detalhes dos espécimes wviveos
&/ou mortos, espécies, quantidades, procaedéncia e data de coleta>,

Este documentoc torna formal a transferéncia de material biologico consignado
exclusivamente destinando ao desenvelvimento cientifico e didatico sem petencial de uso
econdmico, nos termos da IN-MMASIBAMA-160 de 27 de abril de 2007.

Sem mais, agradecamos a atencdo de V. Sa.

Coordenador do Nicleo
Divis3o de Vigilancia de Zoonosas
- Laboratario de Identificagdc e
Pesquisa de Fauna Sinantrépica

Entresne par: il ! S2021.

Fecebido por: i f 12021,

INICIAIS MRIOSCULAS DO Cocrderador/<iniciais am Rmindacuels oo cedatos
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ANEXO K. ETIQUETA PARA IDENTIFICACAO DOS COPOS DE CRIACAO DE
IMATUROS E TUBOS CRIOGENICOS CONTENDO AS EXUVIAS

Local
Estacao de coleta
2cm Data da coleta
N° da Amostra

Y

3cm

ANEXO L. ETIQUETAS PARA MONTAGEM DOS ADULTOS EM ALFINETE

Local Pedreira Embu SP/SP/BR
1cm Estaciio de coleta  Técnica mmm=} | Bananeira CDCCOPA

Data da coleta D.Col. 01/05/2008

1,5cm
Taxen Aedes scapularis
1cm N° de Tombo T 43588
Nome do determinador Clara M. 1.
—p
1,5cm

62



ANEXO M. RASCUNHO DE BANCADA PARA ANOTAR AS INFORMACOES DAS
AMOSTRAS DE GENITALIAS, EXUVIAS DE

INTEIROS

PLAC

Al

IMATUROS E

RASCUNHO DE BANCADA CULICIDEOS

PLACA 2

IMATUROS

Parque Anhanguera
Trilha da Bica
Pugi
01/03/20
10:00-11:00
1 genitélia

Parque
Anhanguera
Trilha da Bica

01/03/20
10:00 - 11:00
Extvias larva e

pupa
Amostra 01

ANEXO N. ETIQUETAS PARA AS LAMINAS DE GENITALIAS, EXUVIAS DE
IMATUROS E IMATUROS INTEIROS

2,6 cm

Local

Estagdo de coleta Técnica
Data da coleta

I° de Tombo Ad./ Ex./ Gen.

+«—— »
1.5cm

l

Pedreira Embu-Perms
Bananewra  CDC COPA
D.Col. 01/07/2018

T A 4567 T Ex 4568 T G.4360

1 ch

Taxon
Nome do determinador

«—
1,5cm

l

Hg. leurocelaznus
Clara M. L
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ANEXO O. FORMULARIO PADRAO DO LABFAUNA PARA RELATORIO DOS
RESULTADOS OBTIDOS NA PESQUISA ENTOMOLOGICA DESTINADOS AOS
ADMINISTRADORES DOS PARQUES.

Logo Prefeitura, COVISA, SIS

B

LABORATORIO DE IDENTIFICACAO E PESQUISA EM FAUNA SINANTROPICA

RELATORIO DE INVESTIGACAO ENTOMOLOGICA

Local:

Equipe:

Periodo de coleta:

Descricdo do local de coleta:

Figura com a marcacio dos pontos de coleta: (Google Earth)
Metodologia aplicada:

Resultados:

Conclusdo: (informacies sobre as espécies coletadas, recomendacdes ao

administrador e funcionarios do Parque)

Coordenador do Nicleo
Divisdo de Vigiléncia de Zoonoses
- Laboratario de Identificacdo ePesquisa de Fauna Sinantrépica
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ANEXO P. FORMULARIO PADRAO DO LABFAUNA PARA RELATORIO DOS
RESULTADOS OBTIDOS NA PESQUISA ENTOMOLOGICA DESTINADOS A
COORDENACAO DO  LABFAUNA, NUCLEO DE  VIGILANCIA
EPIDEMIOLOGICA, UNIDADE DE VIGILANCIA EM SAUDE.

Logo Prefeitura, COVISA, SM3

ba

LABORATORIO DE IDENTIFICACAO E PESQUISA EM FAUNA SINANTROPICA

RELATORIO DE INVESTIGACAO ENTOMOLOGICA

INVESTIGACAO DE CULICIDEOS EM CASO SUSPEITO E/OU
CONFIRMADO DE FEERE AMARELA EM HUMANOS E/OU EPIZOOTIAS
EM FNH

Data:

Local:

Participantes:

Histdrico:

Descrigdo do local de coleta:

Figura com a marcacio dos pontos de coleta: (Google Earth)

Metodelogia aplicada:

Resultados:

Conclusio: (informacdes sobre as espécies coletadas)

Coordenador do Nicleo
Divisdo de Vigildncia de Zoonoses
- Laboratdrio de Identificagdo =
Pesquisa de Fauna Sinantropica
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